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1 PREDSTAVITEV PROBLEMATIKE IN HIPOTEZE 
Jablana je ena najbolj preučevanih sadnih vrst na svetu. Jabolka so poleg agrumov, banan in 
grozdja četrto najpomembnejše pridelovano sadje na svetu (FAOSTAT, 2016). Med 
potrošniki so zelo cenjena, saj so zaradi dobrih skladiščnih sposobnosti na voljo celo leto. 
Na sposobnost skladiščenja vpliva mnogo dejavnikov, med njimi tudi sam način in obdobje 
skladiščenja, zato ni presenetljivo, da lahko najdemo številne študije o sintezi (Treutter, 
2001; Zhang in sod., 2010; Li in sod., 2012), vsebnosti (Tsao in sod., 2003; Veberic in sod., 
2005; Renard in sod., 2007; Łata in sod., 2009; Li in sod., 2013) ter razgradnji (Golding 
in sod., 2001; Bizjak in sod., 2013; Zhu in sod., 2013) primarnih in sekundarnih metabolitov 
v plodovih jabolk. Na sposobnost in dolžino skladiščenja močno vpliva razvoj fizioloških 
bolezni (fiziopatij), za katere je v sadjarstvu bolj uveljavljen izraz fiziološke motnje. Razlika 
med fiziološkimi in kužnimi (infekcioznimi) boleznimi je, da povzročitelj fizioloških 
bolezni niso živi organizmi (glive, bakterije, fitoplazme, virusi in viroidi), temveč neživi 
(abiotični) dejavniki. Poleg tega se fiziološke bolezni ne prenašajo iz obolelih na zdrave 
plodove (Sandhu in Gill, 2013).  
Nekatere fiziološke motnje so lahko vidne že pred obiranjem, medtem ko se druge razvijejo 
ter izrazijo šele v času skladiščenja. Posledično ločimo tudi dejavnike nastanka fizioloških 
motenj na tiste pred obiranjem ter na tiste po obiranju (v času skladiščenja) plodov. 
Dejavnike pred obiranjem lahko združimo v tri glavne skupine: genetski (podlaga in sorta), 
okoljski (tla, mineralna prehrana, preskrbljenost z vodo, temperatura, osvetlitev) 
in agrotehnični (postavitev nasada, način rezi, gnojenje, namakanje, varstvo rastlin, redčenje 
in drugi) (Musacchi in Serra, 2018), medtem ko so v času skladiščenja glavni dejavniki 
temperatura, relativna zračna vlažnost ter sestava atmosfere (Johnston in sod., 2002).  
Fiziološke motnje, ki se pojavljajo na plodovih jablane, so: sončni ožigi (Racsko in Schrader, 
2012), mrežavost (rjavost) plodov (Eccher in Hajnajari, 2006), steklavost (Marlow 
in Loescher, 1984), grenka pegavost (Ferguson in Watkins, 1989), lenticelna pegavost, 
razpad lenticel (Curry in sod., 2008), skald (porjavitev kožice), mehki skald (starostni skald), 
porjavenje mesa (notranji zlom), porjavenje peščišča in ostale poškodbe zaradi nizke 
koncentracije O2, zunanje in notranje poškodbe zaradi visoke koncentracije CO2 (Lum in 
sod., 2016), difuzno porjavenje (porjavenje zaradi 1-MCP) (Larrigaudière in sod., 2010) in 
moknatost (propad teksture plodov med skladiščenjem) (Harker in Hallett, 1992). 
Gospodarsko pomembnejše fiziološke motnje so sončni ožigi (Racsko in Schrader, 2012), 
steklavost, grenka pegavost in skald (Jijakli in Lepoivre, 2004).  
Sončni ožigi so fiziološka motnja jabolk, ki nastanejo zaradi visoke jakosti sončnega 
sevanja. Dejavniki, ki vplivajo na nastanek ožigov, so močno fotosintetsko aktivno sevanje 
(PAR), ultravijolično sevanje (UV) in visoka temperatura (T). Mejne vrednosti, kdaj točno 
nastane ožig, in toleranco plodov, koliko so sposobni prenesti, preden se razvijejo poškodbe, 
je zelo težko določiti, saj se te razlikujejo glede na sorto in vpliv okoljskih dejavnikov med 
rastno sezono (Glenn in Yuri, 2013). Različne kombinacije teh dejavnikov povzročijo tri 
različne tipe sončnih ožigov: nekrotične ožige, porjavenje kožice (Schrader in sod., 2001) 
in fotooksidativne ožige (Felicetti in Schrader, 2008b). Za nekrotične ožige je značilen 
nastanek nekrotičnega znamenja na sončni strani ploda, ki je posledica propada epidermalnih 
in subepidermalnih celic zaradi previsoke temperature (nad 52 ± 1 ºC). Kombinacija visoke 
temperature (46–49 ºC) in močnejšega sončnega sevanja povzroča porjavenje kožice. 
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Znamenja pri tej vrsti ožigov so rumene, oker in rjave barve (Schrader in sod., 2001) 
(slika 1). Fotooksidativni ožigi nastanejo na senčnih plodovih, ki smo jih nenadoma 
izpostavili soncu. Na izpostavljenem mestu se kožica najprej razbarva – »pobeli« – in nato 
se na tem mestu razvijejo nekroze (Felicetti in Schrader, 2008b). 
A  B  
C  D  
E  F  
Slika 1: Fiziološke motnje: sončni ožigi (A), skald (B) grenka pegavost (C, D) in steklavost (E, F) 
Figure 1: Physiological disorders: sunburn (A), scald (B), bitter pit (C, D) and watercore (E, F) 
Najbolj gospodarsko pomembno je porjavenje kožice, saj se pojavlja najpogosteje 
in v največjem obsegu (Felicetti in Schrader, 2009). V ZDA, za zvezno državo Washington, 
kjer pridelajo več kot polovico vseh jabolk v ZDA, poročajo o kar 10-% letni izgubi pridelka 
zaradi sončnih ožigov (Racsko in Schrader, 2012). 
Listi in plodovi jablane imajo številne fiziološke in biokemične mehanizme, s katerimi se 
lahko branijo pred negativnimi vplivi prekomernega sevanja, vendar so plodovi bistveno 
Čebulj A. Metabolni odziv plodov jablane (Malus domestica Borkh.) na fiziološke motnje.  3 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
bolj izpostavljeni od listov, saj se zaradi velikosti ne morejo umakniti prekomerni 
izpostavljenosti soncu, tako kot to lahko storijo listi s prilagajanjem kota osvetlitve. 
Prekomerno sevanje v plodovih povzročijo morfološke spremembe v kožici plodov, 
spremenijo sestavo pigmentov, vplivajo na mehanizme prilagajanja neugodnim razmeram, 
zmanjšajo sposobnost fotosinteze in posledično zmanjšajo kakovost plodov (Racsko in 
Schrader, 2012). Odziv plodov lahko povzamemo v štirih točkah: 1) odvajanje presežno 
absorbirane sončne energije s karotenoidi ksantofilnega cikla, 2) z indukcijo sinteze 
posebnega tipa proteinov (early light-inducing proteins ali ELIPs), 3) preprečevanje 
nastajanja oksidativnih poškodb zaradi presežkov sončnega sevanja z indukcijo 
antioksidativnih encimov in metabolitov, 4) zmanjševanje nastajanja škode s kopičenjem 
zaščitnih snovi (antocianinov, flavonolov ter fenolnih kislin). V poskusih smo preučevali 
predvsem kopičenje zaščitnih snovi ter indukcijo antioksidativnih encimov in metabolitov. 
Zaščitni pigmenti v kožici jabolk imajo dve glavni funkciji – prva je zaščita tkiva pod kožico 
z razprševanjem odvečnega sevanja PAR in UV-B, hkrati pa delujejo podobno 
kot antioksidantivni encimi, saj zavirajo ali onemogočajo oksidacijo drugih molekul 
(Velioglu in sod., 1998). Izmed štirih poznanih skupin zaščitnih pigmentov v jabolkih 
najdemo karotenoide in fenolne spojine. Kopičenje pigmentov je učinkovit mehanizem 
zaščite pred neželenimi učinki presežkov sevanja, a predvsem pri daljšem časovnem obdobju 
stresa (Solovchenko in Merzlyak, 2008).  
Steklavost plodov je fiziološka motnja, kjer se medcelični prostori polnijo s sokom, katerega 
velik delež predstavlja sorbitol. Simptomi so razmočen videz mesa plodov, najpogosteje ob 
žilah plodov, vendar se lahko raztezajo vse od peščišča do kožice ploda (Bowen in Watkins, 
1997) (slika 1). Nekateri avtorji navajajo dva tipa steklavosti glede na mesto nastanka: 
bločno in radialno steklavost. Pri prvi naj bi se steklavost razvila v mesu od žil proti jedru, 
pri drugi pa okrog žil in v ostalih delih mesa (Clark in sod., 1998). Yamada in sod. (2006) 
celo ločujejo med dvema tipoma steklavosti glede na čas nastanka, in sicer ločijo zgodnjo 
in pozno steklavost. Medtem ko večina drugih fizioloških motenj nikakor ni zaželena, je 
steklavost ponekod cenjena lastnost plodov pri potrošniku (Kasai in Arakawa, 2010), saj so 
ti plodovi slajšega okusa, vendar se zaradi steklavosti v plodovih lahko v času skladiščenja 
pojavi porjavenja mesa prej kot v zdravih plodovih (Marlow in Loescher, 1984). Z različnimi 
načini skladiščenja lahko pripomoremo k zmanjšanju steklavosti (Kweon in sod., 2013).  
Vzrok nastanka steklavosti še ni povsem razjasnjen. Na nastanek naj bi vplivalo več 
dejavnikov: genetski, okoljski (temperatura, voda, mineralna prehrana), veliko razmerje 
vir/ponor, zorenje plodov, metabolizem sorbitola (Marlow in Loescher, 1984). Pomembnejši 
dejavnik je zagotovo nagnjenost sorte k nastanku steklavosti, saj so nekatere sorte bolj 
nagnjene k pojavu steklavosti, na primer 'Fuji' (Watkins, 1993 cit. po Bowen in Watkins, 
1997). Glavni vzrok nastanka simptomov steklavosti naj bi bile spremembe v sestavi celičnih 
membran povezane z zorenjem, saj delež steklavih plodov narašča s kasnejšim terminom 
obiranja plodov (Marlow in Loescher, 1984; Bowen in Watkins, 1997). Gao in sod. (2005) 
so ugotovili, da je za večjo vsebnost sorbitola v medceličnem prostoru krivo slabše izražanje 
genov za transporterje sorbitola. Čeprav glavni vzrok nastanka steklavosti še ni znan, 
jo splošno uvrščamo med fiziološke motnje, ki se pojavljajo ob pomanjkanju kalcija. 
Steklavost se razvije že na drevesu, vendar pride do izraza šele v času skladiščenja 
(prezgoden propad plodov) ali šele pri potrošniku (Marlow in Loescher, 1984).  
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Steklavo tkivo vsebuje večje vsebnosti sorbitola in manjše vsebnosti glukoze in fruktoze 
(Bowen in Watkins, 1997). Zaradi kopičenja sorbitola v medceličnem prostoru je v njem 
zmanjšan volumen zraka, zmanjšana je tudi izmenjava plinov ter povečana vsebnost CO2 
(Argenta in sod., 2002a). Posledično v medceličnem prostoru prihaja do oksidativnega 
stresa, poveča se nastajanje reaktivnih oblik kisika (ROS). Ko se ROS kopičijo, poškodujejo 
membrane, kar med drugim sprosti fenolne spojine, ki jih nato encimi oksidirajo in tako 
nastanejo fiziološke motnje porjavenja mesa (Argenta in sod., 2002a; Argenta in sod., 
2002b; Franck in sod., 2007; Kasai in Arakawa, 2010). Medtem ko je vloga fenolnih spojin 
pri encimatskem porjavenju raziskana (Holderbaum in sod., 2010; Murata in sod., 1995), 
ni nič znanega o tem, kako pojav steklavosti vpliva na sintezo fenolnih spojin, še preden 
nastanejo fiziološke motnje porjavenja mesa. 
Ena izmed najdlje raziskovanih fizioloških motenj je grenka pegavost, saj opisi segajo 
že v 19. stoletje, vendar kljub dolgotrajnim in obsežnim raziskavam vzrok nastanka še ni 
popolnoma razjasnjen. Zaradi močne povezave z vsebnostjo kalcija v plodovih je uvrščena 
med fiziološke motnje, ki nastanejo zaradi pomanjkanja kalcija (Ferguson in Watkins, 1989; 
Jemrić in sod., 2017), vendar njegovo pomanjkanje le pripomore k nastanku grenke 
pegavosti in ni glavni vzrok nastanka (Stahly in Benson, 1970). De Freitas in sod. (2010) so 
ugotovili, da za razvoj motnje ni pomembna le vsebnost kalcija, temveč tudi njegovo 
ravnovesje v celici. Na količino kalcija v plodovih (predvsem v kožici) lahko do neke mere 
vplivamo s škropljenjem s kalcijevimi pripravki (Blanco in sod., 2010; Val in sod., 2008), 
vendar si raziskovalci (in pridelovalci) še vedno niso enotni, kdaj bi bil najprimernejši čas 
škropljenja in koliko škropljenj je potrebnih za preprečevanje pojava grenke pegavosti. 
Kljub intenzivnemu škropljenju pa se vsebnost kalcija v plodovih zelo malo poveča, za kar 
so odgovorni mehanizmi kompartmentizacije kalcija v rastlini, saj manjša koncentracija 
kalcija v citosolu celic omogoča intenzivnejšo rast celic in boljšo prepustnost membran 
(Marschner, 2002). Omejujoč dejavnik transporta kalcija v plodove je tudi razpad ksilema 
v plodovih približno 90 dni po cvetenju. Od takrat naprej je rast ploda vzdrževana le prek 
floema (Lang, 1990).  
Medtem ko zasnova za razvoj motnje nastane že pred obiranjem, pa se znamenja praviloma 
razvijejo šele v času skladiščenja. Prvi znaki nastanka grenke pegavosti so pege vodnatega 
videza, ki nastanejo zaradi razgradnje celičnih membran. Sčasoma pege potemnijo in se 
izsušijo. Pege so rahlo vdrte in lahko segajo globoko v meso plodov, pogostejše se pojavljajo 
na spodnjem delu plodov (de Freitas in sod., 2010; Ferguson in Watkins, 1989) (slika 1). 
Plodovi, na katerih se razvijejo pege, nimajo tržne vrednosti in niso primerni za prodajo. 
Zaradi grenke pegavosti pa so lahko izgube pri neuporabi kalcijevih pripravkov skoraj 
50-odstotne (Hewett in Watkins, 1991). Ravno zaradi velikih izgub med skladiščenjem 
je velik raziskovalni poudarek pri grenki pegavosti napovedovanje pojava peg. 
Med metodami napovedi so predvsem destruktivne metode, ki na podlagi določene 
vsebnosti mineralov (Ca, Mg, K) napovedujejo pojav grenke pegavosti: določanje vsebnosti 
Ca v plodovih glede na velikost plodov (Ferguson in Triggs, 1990), določanje razmerja K/Ca 
v plodovih v začetku rasti (Porro in sod., 2006), določanje razmerja Mg/Ca v plodovih (do 
Amarante in sod., 2013) in druge. Večino teh metod naj bi uporabili že v času rasti in naj bi 
služile kot priporočilo za izvajanje ukrepov za zmanjšanje pojava grenke pegavosti, 
medtem ko pri razvrščanju plodov pridejo v poštev nedestruktivne metode napovedovanja 
pojava grenke pegavosti. V zadnjih letih je razvoj nedestruktivnih metod odkrivanja 
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pomanjkljivosti plodov močno v porastu, razvoj gre predvsem v smeri cenovno ugodnih 
in hitrih načinov razvrščanja plodov (Lu in Lu, 2017).  
Porjavenje kožice, med sadjarji bolj poznano kot skald (izhaja iz angleške besede scald), 
zajema skupek fizioloških motenj porjavenja kožice pri jabolkih in hruškah. Ta fiziološka 
motnja se nikoli ne pojavi na drevesu, temveč po daljšem skladiščenju v hladilnici (Lurie 
in Watkins, 2012). Na kožici plodov se najprej razvijejo svetlo rjave lise, ki se nato 
pretvorijo v temnorjave do črne lise, ki se pojavijo zaradi poškodovanih in mrtvih celic 
zgornje plasti kožice (Bain in Mercer, 1963) (slika 1). Skald močno zmanjšuje dohodke 
sadjarjem in trgovcem (Wang in Dilley, 1999). Tudi pri skaldu vzrok za nastanek še ni 
popolnoma znan. Večina študij podpira hipotezo, kjer je osnova za nastanek oksidacija 
α-farnezena (Anet, 1972; Bramlage in sod., 1993; Lurie in Watkins, 2012), čeprav je 
α-farnezen prisoten v plodovih sort, ki so nagnjene k pojavu skalda in pri odpornih sortah. 
To nakazuje še na dodatne mehanizme v ozadju nastanka. Bramlage in sod. (1993) so kot 
pomemben del ozadja nastanka skalda izpostavili antioksidativne sisteme v plodovih. 
Fenolne spojine so del antioksidativnega sistema v plodovih.  
Pri preprečevanju nastanka skalda je bila zelo uspešna uporaba difenilamina (DPA) 
in etoksikvina, vendar v EU pripravka nista dovoljena za uporabo. Znanih je nekaj ukrepov 
preprečevanja nastanka skalda, ki pa se razlikujejo od posamezne regije pridelovanja in niso 
enotni za vsa pridelovana območja (Lurie in Watkins, 2012). Večinoma so vse ostale metode 
preprečevanja nastanka skalda manj učinkovite (in tudi finančno nerentabilne). Potrjeno je, 
da so nekatere sorte bolj nagnjene k nastanku skalda ('Granny Smith', 'Fuji' in 'Rdeči delišes') 
kot druge ('Gala, 'Braeburn' in 'Zlati delišes') (Little in Holmes, 2000; Tsantili in sod., 2007). 
Jabolka, ki rastejo v hladnejših klimatih, naj bi bila manj dovzetna za pojav skalda kot 
jabolka, ki rastejo v toplejših in bolj suhih klimatskih pogojih. Enako velja tudi za rastne 
sezone (Little in Taylor, 1981; Whitaker in sod., 2009). Nižje nočne temperature pred 
obiranjem naj bi zmanjšale pojav skalda (Thomai in sod., 1998). Za skald so bolj dovzetni 
(pre)zgodaj obrani plodovi (Wang in Dilley, 1999).  
Fiziološke motnje se hkrati pojavljajo kot posledica nekega dejavnika (ali več dejavnikov) 
in vzrok nadaljnjih metabolnih sprememb. Razvoj fizioloških motenj torej vpliva na 
primarni ter sekundarni metabolizem rastline in plodov. Za plod predstavljajo stres, 
na katerega se odzovejo tudi z biosintezo sekundarnih metabolitov (Dixon in Paiva, 1995), 
kar za rastlino pomeni porabo primarnih metabolitov za njihovo sintezo ter porabo energije, 
ki izhaja iz primarnega metabolizma (Berger in sod., 2007). Ogljikovi hidrati nastajajo v 
procesu fotosinteze, ki se v jablani vrši predvsem v listih, delno tudi v plodovih. Plodovi so 
glavni vir porabe ogljikovih hidratov, zato je njihov metabolizem podprt predvsem 
z ogljikovimi hidrati, ki se sintetizirajo v drugih delih rastline ter se v jablani premeščajo v 
obliki sorbitola in saharoze (Chen in Cheng, 2007; Cheng in sod., 2005; Li in sod., 2013). 
Fotoasimilati v plod pritekajo skozi žile (Zhang in sod., 2004). V plodovih sorbitol 
dehidrogenaze spremenijo sorbitol v fruktozo, medtem ko se saharoza pretvori v glukozo in 
fruktozo s pomočjo invertaz ali UDP-glukozo in fruktozo s saharoza sintazo (Teo in sod., 
2006; Zhou in sod., 2006). Med rastjo plodov se delež različnih oblik sladkorjev močno 
spreminja. Ob zorenju je vsebnost v vodi topnih sladkorjev (saharoza, glukoza in fruktoza) 
največja, kar daje plodu sladek okus, ki je pomemben pri privabljanju raznašalcev semen, 
medtem ko večja vsebnost škroba in manjša vsebnost v vodi topnih sladkorjev v zgodnejših 
fazah razvoja ploda odvrača herbivore od zaužitja plodov (Li in sod., 2012). V zrelih 
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plodovih jablane je tako največja vsebnost fruktoze, sledita saharoza in glukoza in alkoholni 
sladkor sorbitol (Mikulic-Petkovsek in sod., 2007; Zhang in sod., 2010). 
Poleg sladkorjev je za uravnotežen okus plodov pomembna tudi vsebnost organskih kislin, 
ki se v celicah skladiščijo v vakuolah (Yamaki, 1984). V jabolku prevladuje jabolčna kislina 
(Yamaki, 1984), sledi citronska kislina in v zelo majhnih količinah še fumarna in šikimska 
kislina (Hecke in sod., 2006). Biosinteza kislin poteka s karboksilacijo fosfoenolpiruvata 
v citosolu. Razgradnja kislin prav tako poteka v citosolu v procesih dekarboksilacije malata 
in oksalacetata. Na vsebnost kislin vplivajo še reakcije, ki omogočajo pretvorbo med tri- 
in dikarboksilati, in sicer cikel trikarboksilnih kislin, glioksilatni cikel in citratni 
katabolizem. Kisline v plodove v manjšem delu prihajajo prek žil, vendar na vsebnost kislin 
v plodovih najbolj vpliva metabolizem malata in citrata v samem plodu (Etienne in sod., 
2013; Sweetman in sod., 2009).  
Rastlinski fenoli se večinoma sintetizirajo iz ogljikovih hidratov prek šikimske 
in fenilpropanoidne sintezne poti (slika 2). Sinteza lahko poteka kot odgovor na stres (na 
primer prekomerno UV osvetlitev), napad patogenih organizmov in za privabljanje 
opraševalcev. Fenolne spojine sodijo med sekundarne metabolite za katere je značilen vsaj 
en aromatski obroč z eno ali več hidroksilnimi skupinami. Rastlinski fenoli se delijo v več 
skupin, najpomembnejši med njimi so flavonoidi, fenolne kisline, lignani in stilbeni (Ogah 
in sod., 2014). Flavonoide delimo v sedem skupin, od katerih v jabolkih najdemo flavonole, 
flavanole, antocianine in dihidrohalkone (Tsao in sod., 2003). Poleg flavonidov so v 
plodovih jabolk pomembne še fenolne kisline, in sicer derivati benzojske in cimetne kisline. 
Nahajajo se tako v prostih kot zaestrenih oblikah s sladkorji ali organskimi kislinami (Mattila 
in sod., 2006). V celici so fenolne spojine v večji meri shranjene v vakuolah, kjer je lahko 
njihova vsebnost zelo velika (Merzlyak in Chivkunova, 2000). 
Začetek sekundarnega metabolizma in fenilpropanoidne sintezne poti predstavlja 
fenilalanin, ki ga fenilalanin amoniak liaza (PAL) pretvarja v cimetno kislino (Winkel-
Shirley, 2001). Povečano aktivnost PAL encima povezujejo z odgovorom jablane na stresne 
dejavnike, kot so sevanje UV-B (Wang in sod., 2000), poškodba listov (Fünfgelder in sod., 
1994), in napadom patogenov, kot je okužba z glivo Venturia inaequalis (Slatnar in sod., 
2010). Po hidroksilaciji cimetne kisline nastane p-kumarna kislina. Po vrsti hidroksilacij 
in metilacij nato nastanejo kumarna, kavna in ferulna kislina. Iz kavne in kumarne kisline se 
nato s kininsko kislino tvorijo estri, ki predstavljajo največji delež skupine hidroksicimetnih 
kislin, in sicer so to 3-, 4- in 5-kafeoilkininska kislina (CQA) (neoklorogenska, 
kriptoklorogenska in klorogenska kislina) ter 3-kumaroilkininska kislina (Mattila in sod., 
2006). V manjših količinah se pojavljajo še kavna, ferulna, 4'-p-kumaroilkininska, 
5'-p-kumaroilkininska in p-kumarna kislina ter feruloil in p-kumaroil glukoza (Treutter, 
2001).  
Z aktivacijo p-kumarne kisline s pomočjo encima hidroksicinamat ligaza nastane 
p-kumaroil-CoA, ki je prekurzor za naringenin halkon in nadaljnjo flavonoidno pot, 
p-kumaroil-CoA pa se lahko pretvori v p-dihidrokumaroil-CoA, iz katerega skupaj s tremi 
molekulami malonil-CoA halkon sintaza (CHS) sintetizira floretin. S pomočjo 
glikoziltransferaz se nato sintetizira floridzin. Ena izmed glikoziltransferaz identificiranih 
v jabolkih je floretin 2'-O-glikoziltransferaza (D2'GT). Floridzin je značilen predvsem za 
rod Malus, čeprav se v manjših količinah pojavlja tudi pri drugih rastlinskih vrstah. Iz rodu 
Malus je opisanih deset derivatov floretina (Gosch in sod., 2010). Spojini 3-hidroksi-
Čebulj A. Metabolni odziv plodov jablane (Malus domestica Borkh.) na fiziološke motnje.  7 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
floretin-2'-O-ksiloglukozid in 2',4'-O-diglukozid sta bili določeni le v jabolčnem soku 
(Huemmer, 2009, cit. po Gosch in sod., 2009).  
 
Slika 2: Sintezna pot fenolov pri jablani. PAL, fenilalanin amonijak liaza; CHS, halkon sintaza; CHI, halkon 
izomeraza; FHT, flavanon 3-hidroksilaza; D2'GT, dihidrohalkon 2'-O-glukoziltransferaza; FLS, flavonol 
sintaza; DFR, dihidroflavonol 4-reduktaza; GT, glikozil transferaza; LAR, levkocianidin reduktaza; ANR, 
antocianidin reduktaza.  
Figure 2: Phenolic pathway in apple. PAL, phenylalanine ammonia lyase; CHS, chalcone isomerase; CHI, 
chalcone synthase; FHT, flavanon 3-hydroxylase; D2'GT, dihydrochalcone 2'-O-glucosyltransferse; FLS, 
flavonol synthase; DFR, dihydroflavonol 4-reductase; GT, glicosyl transferase; LAR, leucoanthocyanidin 
reductase; ANR, anthocyanidin reductase. 
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Flavonoidna sintezna pot se lahko iz p-kumaroil-CoA in 3 molekulami malonil-CoA 
nadaljuje v naringenin halkon. Tudi to reakcijo katalizira CHS, saj so ugotovili, da je 
nespecifičen za substrat p-kumaroil-CoA ali p-dihidrokumaroil-CoA (Gosch in sod., 2009). 
Halkon izomeraza (CHI) nato katalizira reakcijo do flavonona naringenina.  
Flavanon 3-hidroksilaza (FHT) katalizira hidroksilacijo flavanonov C obroča na treh mestih 
do dihidroflavonolov (dihidrokamferol, dihidrokvercetin in dihidromiricetin). Iz 
dihidrokvercetina se nato sinteza lahko nadaljuje v levkoantocianidin s pomočjo 
dihidroflavonol 4-reduktazo (DFR) ali v flavonole (kvercetin) s pomočjo flavonol sintaze 
(FLS) (Lancaster, 1992). Glikozil transferaza (GT) katalizira reakcijo iz kvercetina v 
kvercetin glikozid. V jabolkih najdemo naslednje kvercetin glikozide: kvercetin 3-
galaktozid, kvercetin 3-glukozid, kvercetin 3-ksilozid, kvercetin 3-arabinofuranozid, 
kvercetin 3-arabinopiranozid, kvercetin 3-ramnozid, kvercetin 3-ramnoglukozid (Treutter, 
2001). Kvercetin glikozide uvrščamo v skupino flavonolov. 
Antocianidin sintaza (ANS) pretvori levkoantocianidin v antocianidin, prvo barvno spojino 
v antocianinski sintezni poti. Antocianidin je tako lahko osnova za sintezo antocianinov 
s pomočjo encima GT. V plodovih jablane antocianine najdemo v kožici, redkeje v mesu, 
kjer so v vakuolah skladiščeni v obliki derivatov cianidina. Cianidin 3-galaktozid (ideain) je 
prevladujoč antocianin, v manjših količinah so prisotni še cianidin 3-arabinozid, cianidin 
7-arabinozid, cianidin 3-ksilozid in cianidin 3-glukozid (Lancaster, 1992). Dokazano je bilo, 
da je sinteza antocianinov močno povezana z osvetlitvijo (Ju in sod., 1995), saj osvetlitev 
vpliva na indukcijo izražanja genov sintetske poti antocianinov (Kim in sod., 2003).  
Poleg zgoraj naštetih flavonoidov v plodovih jablane najdemo še flavanole, ki se lahko 
z levkoantocianidin reduktazo (LAR) sintetizirajo iz levkoantocianidina, kjer nastane 
katehin ali iz cianidina z antocianidin reduktazo (ANR) nastane epikatehin. Flavanole v 
jabolkih predstavljajo monomeri katehin in epikatehin ter polimerizirane oblike kot so 
procianidin dimer, trimer in tetramer. Predvideva se, da sintezni poti antocianinov in 
flavanolov tekmujeta za skupni prekurzor levkoantocianidin. Ju in sod. (1997) so odkrili 
manjše vsebnosti procianidinov v rdečih sortah v primerjavi z rumenimi in zelenimi sortami 
jabolk, kar naj bi dokazovalo dinamiko med antocianini in flavanoli. Tudi Takos in sod. 
(2006) sklepajo, da obstaja kompeticija med encimoma ANR- in UDP-glikozo:flavonoid-3-
O-glikoziltransferazo (UFGT), čeprav predlagajo, da je sinteza kondenziranih taninov, ki 
izhajajo iz flavanolov, regulirana drugače kot celotna flavonoidna sintezna pot, saj naj ti ne 
bi bili tako močno odvisni od osvetlitve kot ostali flavonoidi.  
Fenolne spojine absorbirajo svetlobo dveh valovnih dolžin. Prvi absorpcijski maksimum 
je pri 280 nm (zaradi aromatskega obroča) ter drugi med 300 in 360 nm, odvisno od vrste 
fenolne spojine. Pri antocianinih je drugi absorpcijski maksimum v modro zelenem spektru 
vidne svetlobe. Cianidin ima drugi absorpcijski maksimum pri 525 nm (Gould in sod., 2002). 
Večji del fenolnih spojin, ki ščitijo pred presežki sevanja, je lokaliziran v površinskih 
strukturah in tako predstavlja prvo zaščito pred okoljskimi stresorji. Znatne količine fenolnih 
spojin so shranjene v epidermalnem sloju (Solovchenko in Merzlyak, 2008). Pri normalnih 
razmerah ima plod na izpostavljeni strani temnejšo rdečo barvo kožice, predvsem zaradi 
akumulacije antocianinov (Solovchenko in sod., 2006). Sinteza antocianinov in drugih 
fenolnih spojin je regulirana v posameznih celicah, kar rastlini omogoča lokalno zaščito 
pred stresom (Lancaster in sod., 1994; Merzlyak in Chivkunova, 2000). Pri presežkih 
sončnega sevanja pa se vsebnost klorofila in antocianinov zmanjša, poveča se vsebnost 
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karotenoidov in kvercetin glikozidov (Felicetti in Schrader, 2008a). Ožigi plodov so bolj 
izraziti pri sortah brez krovne barve. 
Flavonoli so največkrat omenjeni v povezavi z zaščito rastlinskih tkiv pred sevanjem UV-B 
(Bornman in sod., 1997), vendar naj bi imeli tudi funkcijo lovljenja prostih radikalov 
(Husain in sod., 1987; Torel in sod., 1986). Ferreres in sod (2011) so ugotovili veliko 
povečanje v vsebnosti fenolnih spojin in aktivnosti peroksidaz v listih rožnatega zimzelena 
ob povečani jakosti svetlobe. Sklepajo, da je za uspešno omejevanje kopičenja H2O2 zelo 
pomembna vsebnost fenolnih snovi in aktivnost peroksidaz. Felicetti in Schrader (2008a) sta 
ugotovila veliko povečanje vsebnosti kvercetin glikozidov v povezavi s stopnjevanjem 
intenzitete sončnih ožigov plodov sorte 'Fuji'. Tudi za hidroksicimetne kisline poročajo o 
večji vsebnosti klorogenske kisline v plodovih, obsevanih s svetlobo  UV-B (Lancaster in 
sod., 2000), ter večji vsebnosti hidroksicimetnih kislin na izpostavljenih delih plodov 
(Felicetti in Schrader, 2008a; Felicetti in Schrader, 2009), vendar nekateri avtorji tega ne 
potrjujejo (Hao in Huang, 2004), zato Racsko in Schrader (2012) sklepata, da je povečanje 
vsebnosti klorogenske kisline bolj povezano s kakovostjo kot jakostjo osvetlitve. Nasprotno 
so Ferreres in sod (2011) ugotovili, da ima peroksidaza veliko afiniteto do klorogenske 
kisline. 
Zaradi dobro opazne spremembe krovne barve pri nastanku sončnih ožigov je merjenje 
spremembe obarvanosti plodov pogost način spremljanja ožigov. S primerjavo analiz HPLC 
in barvnim tonom so ugotovili korelacijo med barvnim tonom in spremembami v vsebnosti 
kvercetin glikozidov, cianidin 3-galaktozida in klorofila, kar dodatno potrjuje njihovo 
vpletenost v spremembo obarvanja ožganih plodov. Neenotni rezultati korelacije 
med karotenoidi in barvnim tonom pa nakazujejo manjšo povezavo karotenoidov 
s spremembo barve (Felicetti in Schrader, 2008a; Felicetti in Schrader, 2009). 
Položaj plodov v krošnji in s tem izpostavljenost plodov soncu ne vpliva le na vsebnost 
sekundarnih metabolitov, temveč tudi na ostale parametre kakovosti plodov. 
Bolj izpostavljeni plodovi imajo načeloma večjo izmerjeno trdoto, večji delež suhe snovi 
in topne suhe snovi, nekoliko manjšo vsebnost kislin kot plodovi v krošnji (Racsko in sod., 
2005).  
Sončni ožigi lahko vplivajo tudi na nastanek steklavosti v plodovih (Racsko in Schrader, 
2012). Medtem ko je v povezavi s sončnimi ožigi in njihovim vplivom na fenole zelo veliko 
raziskav, jih je o steklavosti v povezavi s fenoli zelo malo oziroma jih o fenolih 
pred porjavenjem mesa praktično ni. Prav tako ni znanih objav o fenolih v povezavi z grenko 
pegavostjo.  
Poleg fenolnih spojin so za obrambo celic pred prekomernim kopičenjem ROS pomembni 
tudi antioksidativni encimi. Prva od antioksidativnih encimov sta superoksid dismutaza 
(SOD) in katalaza (CAT), ki pretvorita superoksidne anione (O2•-) prek H2O2 v H2O. 
Drugi mehanizem predstavljajo askorbat peroksidaza (APX) in ostali encimi, ki so vpleteni 
v askorbat-glutationski cikel (glutation reduktaza (GR), dehidroaskorbat reduktaza (DHAR) 
in monodehidroaskorbat reduktaza (MDHAR)). Za slednjega so ugotovili povezavo s 
sončnimi ožigi, saj je bila encimska aktivnost v ožganih plodovih večja (Chen in sod., 2008), 
prav tako se je povečala aktivnost encimov askorbat-glutationskega cikla pri izpostavitvi 
senčnega dela plodov soncu (Ma and Cheng 2004). Ravno tako sta Kasai in Arakawa (2010) 
pri steklavih plodovih ugotovila večjo aktivnost APX, MDHAR in GR ter manjšo aktivnost 
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DHAR, medtem ko povezave med antioksidativnimi encimi in porjavenjem kožice niso našli 
(Ahn in sod., 2007; Shaham in sod., 2003). Pri grenki pegavosti so Wang in sod. (2001) 
ugotovili manjšo aktivnost encimov APX, SOD, CAT. 
Pri nastanku fizioloških motenj s porjavenjem mesa ali kožice imajo pomembno vlogo 
peroksidaze (POX) ter polifenol oksidaze (PPO). Med PPO sta uvrščeni dve skupini encimov 
lakaze in katehol oksidaze (Pourcel in sod., 2007). Lakaze katalizirajo oksidacijo difenolnih 
substratov ob prisotnosti kisika (Mayer in Staples, 2002). Katehol oksidaze katalizirajo 
oksidacijo o-difenolov v o-kinone ter monofenole do o-difenolov (Mayer, 2006) (slika 3). 
PPO skupaj s POX katalizirajo oksidacijo fenolnih spojin, vendar morajo biti prisotni v istem 
tkivu in istih celičnih strukturah kot substrati (fenoli) in kosubstrati (O2 in H2O2). V zdravih 
celicah so fenolne spojine v vakuolah zaščitene pred delovanjem encimov. Ko pride 
do razpada celičnih struktur in dekompartmentizacije zaradi okoljskega stresa (poškodba 
ali napad patogena) ali senescence, fenolne spojine pridejo v stik z encimom, ki katalizira 
njihovo oksidacijo (Dehon in sod., 2001; Walker in Ferrar, 1998). Nastali produkti 
semikinoni in kinoni so visokoreaktivne spojine, ki so podvržene nadaljnji neencimatski 
oksidaciji. Spontano lahko reagirajo s fenoli, aminokislinami in beljakovinami, pri čemer 
nastanejo različni rjavi produkti (Nicolas in sod., 1994; Walker in Ferrar, 1998). Večjo 
aktivnost PPO so potrdili pri nastanku sončnih ožigov (Yuri in sod., 2010) in pri skaldu 
(Abbasi in sod., 2008; Lurie in sod., 1989).  
 
Slika 3: Shema delovanja peroksidaz (POX) in polifenol oksidaz (PPO). Oksidacija flavonoidov, ki vodi 
v rjavo obarvane polimere. Puščice s prekinjeno črto označujejo neznane oksidativne mehanizme (Pourcel 
in sod., 2006). 
Figure 3: The scheme of peroxidase (POX) and polyphenol oxidase (PPO) activity. Oxidation of flavonoids 
and their pathway to brown colour polimers. Broken arrows indicate unknown oxidation mechanisms (Pourcel 
et al., 2006). 
POX imajo precej zapleteno vlogo, saj lahko za potrebe rastline generirajo ROS 
ali katalizirajo redukcijo H2O2, kot donorje elektronov pa sprejmejo širok spekter spojin, 
med drugim tudi fenolne spojine. Rastline, ki so izpostavljene stresu, povečajo sintezo POX 
Čebulj A. Metabolni odziv plodov jablane (Malus domestica Borkh.) na fiziološke motnje.  11 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
(Hiraga in sod., 2001; Passardi in sod., 2005). Reakcija med POX in fenolnimi spojinami 
ob nastanku prostih radikalov služi za lovljenje H2O2 in s tem razstrupljanje celic (Yamasaki 
in sod., 1997). Velik vir ROS v rastlinah je transportna veriga elektronov pri fotosintezi, 
zato je nastanek ROS pri velikih presežkih osvetlitve še toliko večji in je posledično 
povečana aktivnost POX (Yuri in sod., 2000 cit. po Racsko in Schrader, 2012). Nasprotno 
so pri grenki pegavosti odkrili manjšo aktivnost POX (Wang in sod., 2001). 
Rastline se ob poškodbi in stresu odzovejo s povečano akumulacijo fenolov. Da bi ugotovili, 
ali je odziv rastline na fiziološke motnje podoben odzivu na poškodbe in stres, smo 
v plodovih jablane z izbranimi fiziološkimi motnjami določili vsebnost sladkorjev, 
organskih kislin, fenolnih snovi, aktivnost encimov fenilpropanoidne in flavonoidne 
sintezne poti ter encimov POX in PPO. Vzorčili smo kožico in meso plodov, odvisno 
od pojava fiziološke motnje. Za celostno razumevanje odziva plodov smo izvedli 
šest poskusov.  
 
Poskus 1: Pomen razporeditve metabolitov v plodu jablane 
Cilj poskusa je bil ugotoviti, ali obstajajo kvantitativne in kvalitativne razlike v vsebnosti 
metabolitov med različnimi vzorčenimi mesti znotraj ploda. V poskusu smo vključili 
plodove dveh sort 'Jonagold' in 'Granny Smith', ki smo jih obrali v Hortikulturnem centru 
Orehovlje in na Laboratorijskem polju Biotehniške fakultete v Ljubljani. Vzorčili smo na 12 
različnih mestih. Na vsaki strani ploda (sončna in senčna stran) smo vzorčili šest različnih 
mest. Vzorčili smo tako kožico (na sončnem delu in na senčnem delu ploda), kot tudi meso 
(na petih različnih mestih na vsaki strani ploda) in za vsako vzorčno mesto določili vsebnost 
organskih kislin, sladkorjev ter fenolnih spojin. Ti rezultati bodo pripomogli k boljšemu 
načrtovanju poskusov in razumevanju rezultatov. 
Poskus 2: Vpliv sončnih ožigov jabolk na fenolne spojine in peroksidaze v kožici 
V poskusu smo vključili dve sorti 'Braeburn' in 'Zlati delišes', izveden je bil na 
Laboratorijskem polju Biotehniške fakultete v Ljubljani. Vzorčili smo plodove, ki so bili 
ožgani zaradi premočnega sončnega sevanja in visokih temperatur, zdrave plodove zunaj 
krošnje in v njej. Na polju smo izmerili temperaturo plodov ter moč sončnega sevanja, 
v laboratoriju pa izvedli meritve barve in analize fenolnih spojin ter aktivnosti encimov 
POX. Cilj poskusa je bil ugotoviti, kako se spremeni barva, vsebnost fenolnih spojin 
in aktivnost encima POX zaradi sončnih ožigov, kar bo pripomoglo k boljšemu razumevanju 
te fiziološke motnje. 
Poskus 3: Vpliv steklavosti na vsebnost sladkorjev, kislin, fenolnih spojin in peroksidaz v 
mesu jabolk 
V poskusu smo vključili sorte, nagnjene k razvoju steklavosti ('Rdeči delišes', 'Gloster' in 
'Fuji'). Plodovi so bili pridobljeni iz Sadovnjaka Resje KGZ Sava z. o. o. V zdravem in 
steklavem mesu plodov smo določili primarne in sekundarne metabolite ter aktivnost encima 
POX. Namen poskusa je ugotoviti, kako se razlikujejo primarni in sekundarni metaboliti 
v mesu zdravih in steklavih plodov ter kakšna je aktivnost encima POX.  
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Poskus 4: Vpliv grenke pegavosti na vsebnost fenolov v mesu in kožici jabolk 
V mesu in kožici plodov sort 'Jonagored', 'Zlati delišes' in 'Pinova' smo določili vsebnost 
fenolnih spojin v pegi in zdravem tkivu. Plodovi jabolk, pridelani v Sadovnjaku Resje KGZ 
Sava z. o. o. na integriran način, so bili analizirani po dveh mesecih klasičnega skladiščenja 
v hladilnici. Cilj poskusa je s pomočjo sistema HPLC-MS ugotoviti, ali obstajajo razlike 
v  vsebnosti fenolnih spojin (flavanolih, flavonolih, hidroksicimetnih kislinah 
in antocianinih) v zdravem tkivu in kožici ter v grenki pegi in kožici nad pego.  
Poskus 5: Vpliv razvoja skalda na fenilpropanoidni metabolizem na nivoju vsebnosti 
fenolov, encimov in genov 
S tem poskusom smo želeli razjasniti vlogo fenolnih spojin in njihove usode med razvojem 
skalda. V poskusu smo uporabili sorto 'Granny Smith', ki je močno dovzetna za nastanek 
skalda. Plodove smo nabrali v Hortikulturnem centru Orehovlje in jih skladiščili pet mesecev 
v klasični hladilnici. Nato smo plodove prestavili na sobno temperaturo, kjer nam je hiter 
razvoj skalda omogočil vzorčenje neprizadetega dela kožice (kontrola), kožico z 
razvijajočimi simptomi (delno porjaveno kožico) ter popolnoma porjavelo kožico v 
zaporedju petih dni. Analizirali smo vsebnost 28 posameznih fenolov, encimsko aktivnost 
(PAL, CHS, CHI, FHT, DFR in P2’GT) in izražanje genov flavonoidne sintezne poti ter 
aktivnost encimov polifenol oksidaze in peroksidaze. Cilj raziskave je bil razjasniti vlogo 
fenolnih spojin v času nastanka skalda.  
Poskus 6: Vpliv steklavosti na primarne metabolite in aktivnost encimov fenilpropanoidne 
in flavonoidne poti 
Pri sorti 'Fuji' smo določali odziv encimske aktivnosti fenilpropanoidne in flavonoidne poti 
na pojav steklavosti. V poskusu smo vzorčili kožico in meso plodov, ki niso kazali znakov 
steklavosti, ter kožico in meso steklavih plodov, in sicer steklavo meso ter neprizadeto meso. 
Določali smo vsebnost sladkorjev, organskih kislin, fenolnih spojin in aktivnost encimov 
(PPO, PAL, CHS/CHI, FLS, FHT, P2’GT in F3’GT). Cilj poskusa je bil ugotoviti, 
ali se vpliv steklavosti kakor koli kaže na kožici v vsebnosti posameznih metabolitov 
ter odziv aktivnosti encimov fenilpropanoidne in flavonoidne poti na pojav steklavosti. To 
je bila prva temeljita raziskava encimske aktivnosti v povezavi s steklavostjo.  
Postavili smo naslednje raziskovalne hipoteze: 
 
1. Med zdravimi plodovi in plodovi s fiziološkimi motnjami obstajajo razlike v aktivnosti 
encimov, ki sodelujejo pri sintezi fenolnih snovi, kar posledično vodi v večjo vsebnost 
posameznih fenolnih snovi.  
 
2. Aktivnost peroksidaz in fenol oksidaz je značilno večja v tkivu s fiziološkimi motnjami 
in robnem tkivu ob poškodovanem tkivu kot pri zdravem tkivu. 
 
3. Povečana vsebnost sladkorjev pri pojavu steklavosti plodov se odrazi v večji vsebnosti 
flavonoidov v mesu in kožici plodov.  
 
4. V okolici peg pri fizioloških motnjah se akumulirajo fenolne snovi. 
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5. S spremljanjem vsebnosti fenolnih snovi v kožici plodov bi lahko napovedali pojav 
fizioloških motenj. 
 
Raziskave so bile opravljene na plodovih jablane, kjer pojav fizioloških motenj najbolj 
vpliva na tržno vrednost pridelka. Študija bo prispevala k poznavanju biokemijskih odzivov 
na fiziološke motnje, s tem smo dodali pomemben del k razumevanju problematike. 
To znanje bo lahko pomagalo pri raziskovanju ukrepov za preprečevanje nastajanja 
fizioloških motenj ali njihovo zgodnejše prepoznavanje. 
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2 ZNANSTVENA DELA 
 
2.1 OBJAVLJENA ZNANSTVENA DELA 
 
2.1.1 Pomen razporeditve metabolitov v plodu jablane 
 
Cebulj A., Cunja V., Mikulic-Petkovsek M., Veberic R. 2017. Importance of metabolite 
distribution in apple fruit. Scientia Horticulturae, 214: 214–220 
 
Jabolka (Malus domestica Borkh.) so eden izmed najbolj raziskovanih sadežev na svetu, 
vendar, če pogledamo bolj podrobno, opazimo, da nimamo veliko informacij o tem, kako so 
metaboliti razporejeni v plodu. V poskusu smo plodove vzorčili na dvanajstih različnih 
mestih. Na vsaki strani ploda (sončna in senčna stran) smo povzorčili šest različnih mest. 
Vzorčili smo plodove dveh sort 'Jonagold' in 'Granny Smith'. Razlike med vzorčnimi mesti 
so bile večje po širini ploda kot po njegovi dolžini. Najbolj presenetljivi rezultati so bili pri 
vzorčnem mestu v plodu ob žilah, saj je bila vsebnost fenolnih spojin, predvsem 
dihidrohalkonov, znatno večja od ostalih vzorčnih mest v mesu. Vzorčna mesta v mesu so 
se razlikovala tudi po vsebnosti sladkorjev in kislin. Rezultati poskusa so nam lahko v pomoč 
pri načrtovanju vzorčenj plodov in predstavljajo osnovo za razumevanje razporeditve 
metabolitov v plodu. 
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2.1.2 Odziv posameznih fenolov in peroksidaz v kožici plodov, različno izpostavljenim 
soncu, v razmerah, ki pripomorejo k nastanku sončnih ožigov 
 
Zupan A., Mikulic-Petkovsek M., Slatnar A., Stampar F., Veberic R. 2014. Individual 
phenolic response and peroxidase activity in peel of differently sun-exposed apples in the 
period favorable for sunburn occurrence. Journal of Plant Physiology, 171, 18: 1706–1712 
 
Ekstremni vremenski pogoji, kot je močno sončno sevanje, lahko povzročajo stres 
v plodovih jabolk (Malus domestica Borkh.). Cilj poskusa je bil pregled posameznih fenolov 
in aktivnosti peroksidaz v kožici plodov, različno izpostavljenim soncu, v razmerah, ki 
pripomorejo k nastanku sončnih ožigov. Vzorčili smo plodove sort 'Zlati delišes' ter 
'Braeburn'. V nasadu smo izmerili temperaturo in barvo plodov, nato je sledila analiza 
plodov s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti v povezavi z masno spektrometrijo 
(HPLC-MS) ter analiza aktivnosti peroksidaz. Ožgani plodovi so bili v primerjavi z zdravimi 
rumenozelenimi plodovi temnejši in bolj rdečerumeno obarvani. Temperatura plodov, 
vsebnost skupnih in posamezni dihidrohalkonov, flavonolov, skupnih hidroksicimetnih 
kislin in aktivnost peroksidaz so bili večji v kožici ožganih plodov v primerjavi s kožico 
zdravih, soncu izpostavljenih plodov, še več, v kožici obeh obravnavanj je bila vsebnost 
večja od vsebnosti v kožici neizpostavljene strani ploda ter plodov v senci. Vsebnost 
in sestava dihidrohalkonov v kožici ožganih plodov je bila prvič opisana. V kožici ožganih 
plodov je bila vsebnost klorogenske kisline 2,5-krat večja, vsebnost 3-hidroksi-floretin-2'-
O-ksiloglukozida 10-krat večja in kvercetin 3-galaktozida 33-krat večja kot v kožici na 
senčni strani ploda. Pri vsebnosti flavanolov ni bilo mogoče določiti posebnega vzorca 
gibanja glede na stopnjo izpostavljenosti soncu. S poskusom smo poglobili znanje o odzivu 
fenolnih snovi na stres, ki ga povzročata močno sončno sevanje in visoka temperatura zraka. 
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2.1.3 Vsebnost sladkorja in fenolov v jabolkih s steklavostjo in brez nje 
 
Zupan A., Mikulic-Petkovsek M., Stampar F., Veberic R. 2016. Sugar and phenol content in 
apple with or without watercore. Journal of the Science of Food And Agriculture, 96, 8: 
2845–2850 
 
Steklavost je fiziološka motnja, ki prizadene nekatere sorte jabolk (Malus domestica 
Borkh.). Medcelične prostore zalije tekočina, kar povzroči manjšo vsebnost kisika 
v medceličnem prostoru. Določili smo vsebnost in sestavo sladkorjev, organskih kislin 
in fenolnih spojin ter aktivnost encimov peroksidaze v mesu jabolk s steklavostjo in brez 
steklavosti. Analizirali smo plodove treh sort, ki so nagnjeni k nastanku steklavosti 'Rdeči 
delišes', 'Gloster' in 'Fuji'. Vsebnost skupnih fenolov je bila pri vseh treh sortah večja v mesu 
plodov brez steklavosti, predvsem zaradi večje vsebnosti flavanolov. Ravno nasprotno pa je 
bila vsebnost posameznih in skupnih dihidrohalkonov večja v mesu plodov s steklavostjo 
tudi do 2,4-krat večja kot v mesu plodov brez steklavosti. Prav tako je bila v steklavem mesu 
večja aktivnost encimov peroksidaz. Ti rezultati nakazujejo, da se v mesu plodov 
s steklavostjo pojavi stres in s tem spremembe v plodu, še preden se pojavi notranji zlom 
in porjavenje mesa. Z razvojem nedestruktivnih tehnologij določanja vsebnosti fenolov bi 
nam to znanje lahko koristilo pri razvrščanju plodov. 
  
Čebulj A. Metabolni odziv plodov jablane (Malus domestica Borkh.) na fiziološke motnje.  31 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
  
Čebulj A. Metabolni odziv plodov jablane (Malus domestica Borkh.) na fiziološke motnje.  32 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
  
Čebulj A. Metabolni odziv plodov jablane (Malus domestica Borkh.) na fiziološke motnje.  33 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
  
Čebulj A. Metabolni odziv plodov jablane (Malus domestica Borkh.) na fiziološke motnje.  34 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
  
Čebulj A. Metabolni odziv plodov jablane (Malus domestica Borkh.) na fiziološke motnje.  35 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
  
Čebulj A. Metabolni odziv plodov jablane (Malus domestica Borkh.) na fiziološke motnje.  36 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
Čebulj A. Metabolni odziv plodov jablane (Malus domestica Borkh.) na fiziološke motnje.  37 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
2.1.4 Primerjava fenolne sestave zdravih jabolčnih tkiv in tkiv, prizadetih z grenko 
pegavostjo 
 
Zupan A., Mikulic-Petkovsek M., Cunja V., Stampar F., Veberic R. 2013. Comparison of 
phenolic composition of healthy apple tissues and tissues affected by bitter pit. Journal of 
agricultural and food chemistry, 61 (49): 12066–12071.  
 
Grenka pegavost je pomembna fiziološka motnja, ki se razvije v plodovih jablane (Malus 
domestica Borkh.) najverjetneje zaradi neravnovesja kalcija v plodu, zato jo prištevajo 
med motnje, ki nastanejo zaradi pomanjkanja kalcija. Simptomi, nekrotične pege, 
se razvijejo v času skladiščenja. S pomočjo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti 
v povezavi z masno spektrometrijo (HPLC-MS) smo določili vsebnost in sestavo fenolnih 
spojin v jabolkih z grenko pegavostjo. Vzorčili smo zdravo meso in kožice ter pege in kožico 
nad pegami. Vzorčili smo tkiva sort 'Jonagored', 'Zlati delišes' in 'Pinova'. Vsebnost vseh 
petnajstih določenih fenolnih spojin je bila večja v mesu pege od vsebnosti v zdravem mesu. 
Vsebnost klorogenske kisline in katehina je bila petkrat večja v mesu peg. V kožici nad 
pegami je bila prav tako večja vsebnost hidroksicimetnih kislin in flavanolov kot v kožici 
nad zdravim mesom, medtem ko je bila vsebnost flavonolov in antocianinov manjša. 
Vsebnost antocianinov v zdravi kožici plodov sorte 'Jonagored' je bila desetkrat večja 
od vsebnosti v kožici nad pegami. 
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2.2 POVEZOVALNA ZNANSTVENA DELA 
 
2.2.1 Vpliv razvoja skalda na fenilpropanoidni metabolizem na nivoju vsebnosti 
fenolov, encimov in genov 
 
V januarju 2016 smo opravili poskus, s katerim smo želeli raziskati vpliv razvoja skalda 
na fenilpropanoindni metabolizem na nivoju vsebnosti fenolov, encimov in genov.  
Kljub številnim raziskavam vzrok nastanka skalda še ni povsem razjasnjen, vendar večina 
raziskav potrjuje ugotovitev, da je osnova nastanka oksidacija α-farnezena (Anet, 1972; 
Bramlage in sod., 1993; Lurie in Watkins, 2012). Zakaj točno pri sortah, dovzetnih 
za nastanek skalda, pride do oksidacije α-farnezena, pri »odpornih« sortah pa ne, še vedno 
ostaja nerazjasnjeno. Izpostavljeno pa je bilo, da imajo pri razvoju skalda pomembno vlogo 
antioksidativni mehanizmi v plodu, katerih del so tudi fenolne spojine (Bramlage in sod., 
1993). Abdallah in sod. (1997) so v poskusu ugotovili, da povečana vsebnost fenolnih spojin 
lahko povzroči večjo odpornost na razvoj skalda. Vendar večja vsebnost fenolnih spojin 
v vakuolah pomeni tudi večjo vsebnost substrata za PPO, ko membrane začno propadati in se 
fenolne spojine začno sproščati iz vakuol, kar pospešuje rjavo obarvanje kožice (Ju in sod., 
1996). Nekaj starejših raziskav kaže na neposredno povezavo med vsebnostjo fenolnih 
spojin in skaldom, saj se vsebnost fenolnih spojin med razvojem skalda zmanjšuje (Golding 
in sod., 1998). Fenoli se lahko nepovratno vežejo v polimerne strukture v rjavo obarvani 
kožici (Piretti in sod., 1996; Piretti in sod., 1994). Ju in sod. (1996) ter Rudell in Mattheis 
(2009) so potrdili, da se na sončni strani plodov razvije manj skalda kot na senčni strani. 
Medtem ko so Ju in sod. (1996) to pripisali predvsem antocianinom, Rudell in Mattheis 
(2009) trdita, da so za večjo odpornost verjetno odgovorni kvercetin glikozidi. Kot je znano 
predvsem iz raziskav o sončnih ožigih, imata obe zgoraj omenjeni skupini flavonoidov 
močno antioksidativno delovanje (Felicetti in Schrader, 2008; Yuri in sod., 2010). Ju 
in Bramlage (1999) poročata o večji skupni antioksidativni aktivnosti (antioksidativna 
aktivnost prostih fenolov v kutikuli in aktivnost v maščobi topnih antioksidantov v kožici 
plodov) v plodovih sort, ki so bolj odporne na pojav skalda. V novejši raziskavi so Busatto 
in sod. (2014) določali vsebnost nekaterih metabolitov in izražanje genov med pojavom 
skalda. Ugotovili so večje izražanje genov MdPAL in MdC3H ter posledično večjo vsebnost 
klorogenske kisline. Aktivnosti encimov flavanoidne sintezne poti med razvojem skalda še 
niso bile raziskane.  
Namen našega poskusa je bil razjasniti vlogo fenolnih spojin in njihove usode med razvojem 
skalda z določanjem vsebnosti fenolnih spojin ter določanjem aktivnosti encimov 
fenilpropanoidne in flavonoidne sintezne poti ter izražanje izbranih genov flavonoidne 
sintezne poti. V raziskavo smo dodali še določanje aktivnosti encimov POX in PPO, ki imata 
pomembno vlogo pri razgradnji fenolnih spojin. Izmerili smo tudi barvo kožice za vsako 
obravnavanje.  
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Materiali in metode 
Za poskus smo izbrali plodove sorte 'Granny Smith', ki so bili obrani v jeseni 2015 
v tehnološki zrelosti in skladiščeni v hladilnici pet mesecev. 22. februarja smo izbrali 
le plodove brez vidnih znakov skalda in jih prestavili na sobno temperaturo. Kožico plodov 
smo vzorčili: 22. februarja (T0), 23. februarja (T+1), 24. februarja (T+2) ter 26. februarja 
(T+4). Vzorčili smo tri različne tipe kožice, in sicer: prvi dan smo vzorčili kožico brez vidnih 
znakov skalda (K); na T+1 smo vzorčili K ter kožico s prvimi znaki skalda (B); na T+2 
in T+4 smo vzorčili K, B in kožico s polno razvitim skaldom (S) (slika 4). 
 
Slika 4: Primer vzorčenja kožice z obravnavanji: kožica brez vidnih znakov skalda (K), kožica s prvimi znaki 
skalda (B) ter kožica s polno razvitim skaldom (S). 
Figure 4: The example of fruit with scald with marked treatments: unaffected peel (K), border peel with first 
visible signs of scald (B) and fully scalded peel (S). 
Pred vzorčenjem smo s prenosnim kolorimetrom izmerili barvne parametre posameznih 
obravnavanj. Izmerili smo parametre: a, b, svetlost barve (L) in barvni ton (hº). Parametri L, 
a in b označujejo koordinate v sistemu CIELAB.  
Za ekstrakcijo fenolnih spojin smo natehtali 0,6 g zmrznjenega prahu kožice plodov in ga 
prelili s 5 mL metanola s 3-% mravljinčno kislino. Nadaljnja ekstrakcija in analiza s pomočjo 
HPLC-MS je potekala tako, kot je opisano v Zupan in sod. (2016).  
Aktivnost encimov PPO in POX smo določili spektrofotometrično, kot je opisano v Slatnar 
in sod. (2010). Za določanje aktivnosti encimov fenilpropanoidne poti (PAL, CHS/CHI, 
FLS, FHT, P2’GT in F3’GT) smo uporabili optimiziran protokol Halbwirth in sod. (2002).  
Za določanje izražanja genov je bila uporabljena metoda po Cheng in sod. (1995) za izolacijo 
mRNK z izolacijskim priborom µMACS mRNK. cDNK je bila pripravljena s pomočjo 
RevertAid H Minus MuLV reverzno transkriptazo z oligo(-dT) sidrnim primerjem 
PrimerGACCACGTATCGATGTCGAC(T)16V. Izražanje MdCHS, MdCHI, MdFHT, 
MdDFR, MdANS in MdUFGT je bilo analizirano s qRT-PCR z uporabo sistema StepOnePlus 
in SYBRW Green PCR Master Mix po navodilih proizvajalca.  
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Pri vzorčenju plodov smo kožico dveh plodov združili v en vzorec (da smo dobili zadostno 
količino materiala). Za vsako obravnavanje smo imeli osem ponovitev za analizo fenolnih 
spojin ter po tri ponovitve za določanje aktivnosti encimov POX in PPO ter encimov 
fenilpropanoidne in flavonoidne poti ter za določanje izražanja genov. Za statistično analizo 
podatkov smo uporabili program Statgraphics, naredili smo analizo variance (ANOVA), 
za ugotavljanje razlik med obravnavanji smo uporabili Duncanov test (p < 0,05).  
Rezultati z razpravo 
Že po enem dnevu na sobni temperaturi so plodovi kazali prve znake skalda. Po enem tednu 
so bili plodovi že tako prekriti s skaldom, da je bilo nemogoče dobiti kontrolno obravnavanje 
(kožico brez vidnih znakov), zato smo naredili štiri prej omenjena vzorčenja. Pri merjenju 
barve smo dobili 3 izrazite skupine, ki so se ločile po obravnavanjih (K, B in S) (slika 5); 
dan vzorčenja ni imel vpliva. Kožica K je bila najsvetlejša in je imela najvišjo vrednost hº, 
medtem ko je imela kožica S najnižjo vrednost hº in je bila najtemnejša. Te meritve 
nakazujejo spremembo barve z nastajanjem skalda iz zelenorumene proti rumenordeči.  
 
Slika 5: Barvni parametri a, b, L in hº za vsa tri obravnavanja (kožica brez vidnih znakov skalda (K), kožica s 
prvimi znaki skalda (B) ter kožica s polno razvitim skaldom (S)) na dan vzorčenja T+2. Parametra a in b sta 
predstavljena na osi x in y, velikost krogov predstavlja hº in označene vrednosti na lestvici spodaj predstavljajo 
parameter L. 
Figure 5: Apple peel colour parameters a, b, h° and L for all three treatments (unaffected peel (K), border peel 
with first visible signs of scald (B) and fully scalded peel (S)) regardless of sample day. Parameters a and b are 
presented on x and y axis, respectively; the size of the bubbles represents the hue angle and marked values on 
the bar below the graph represent the relative lightness of colours. 
V kožici plodov smo določili 28 posameznih fenolov. Za lažjo predstavitev rezultatov po 
terminih smo fenolne spojine združili v štiri večje skupine (slika 6): hidroksicimetne kisline 
(3-, 4- in 5-kafeoilkininska kislina, p-kumarinska kislina heksoza 1 in 2, glukozid sinapinske 
kisline in 4-O-p-kumaroilkininska kislina), flavanole (katehin, epikatehin in procianidini), 
dihidrohalkone (3-hidroksi-floretin-2'-O-ksiloglukozid, floretin 2'-O-ksiloglukozid 



















Čebulj A. Metabolni odziv plodov jablane (Malus domestica Borkh.) na fiziološke motnje.  47 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
Za hidroksicimetne kisline je znano, da se kopičijo v obdobju stresa, na primer ob poškodbah 
(Mayr in sod., 1994; Slatnar in sod., 2013), okužbami z glivami (Mikulic-Petkovsek in sod., 
2011; Slatnar in sod., 2010) in ob pojavu sončnih ožigov (Felicetti in Schrader, 2009). 
Povečanje hidroksicimetnih kislin smo opazili tudi v poskusu. V kožici, ki je bila prizadeta 
zaradi skalda (B in S), smo določili večjo vsebnost hidroksicimetnih kislin kot v kožici K. 
Največje povečanje smo opazili od termina T+2 do termina T+4, kjer je bila vsebnost 
hidroksicimetnih kislin v kožici S kar dvakrat večja v zadnjem terminu v primerjavi s 
predzadnjim.  
Slika 6: Vsebnost hidroksicimetnih kislin, dihidrohalkonov, flavonolov in flavanolov (%) v kožici jabolk 
pri treh obravnavanjih (kožica brez vidnih znakov skalda (K), kožica s prvimi znaki skalda (B) ter kožica 
s polno razvitim skaldom (S)) na štirih terminih vzorčenja (T0, T+1, T+2 in T+4). Različne črke nad stolpci 
označujejo statistično značilne razlike med obravnavanji (Duncanov test, p < 0,05). Rezultati obravnavanj 
vsakega vzorčnega termina so preračunani glede na obravnavanje K (100 %). 
Figure 6: Content of hydroxycinnammic acids, dihydrochalcones, flavonols and flavanols (%) in apple peel in 
three treatments (unaffected peel (K), border peel with first visible signs of scald (B) and fully scalded peel 
(S)) at four sampling days (T0, T+1, T+2 in T+4). Different letters denote significant differences (Duncan test, 
p < 0.05). The results of each treatment of each sampling date are calculated using K as 100 %. 
 
V skupino dihidrohalkonov smo uvrstili 3-hidroksi-floretin-2'-O-ksiloglukozid, floretin 2'-
O-ksiloglukozid in floridzin. Vsebnost dihidrohalkonov je bila v kožici S manjša 
od vsebnosti v kožicah K in B, med katerima ni bilo značilnih razlik. Tudi Busatto in sod. 
(2014) poročajo o manjši vsebnosti floridzina v kožici s skaldom. Tudi v skupini flavonolov 
se je izkazalo, da kožica S vsebuje manj fenolnih spojin od neprizadete kožice, še več, že ob 
nastajanju skalda, v kožici B, je bila vsebnost flavonolov manjša od vsebnosti v kožici K. 
Pri flavanolih je statistično značilna razlika le v tretjem terminu vzorčenja, kjer je bilo v 
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Poleg fenolov smo v kožici določali tudi izražanje genov MdCHS, MdCHI, MdFHT, 
MdDFR, MdANS in MdUFGT (slika 7). Rezultati aktivnosti, ki so predstavljeni v grafih, 
so preračunani na obravnavanje K, ki predstavlja 100 %. Izražanje genov MdCHS, MdCHI, 
MdDFR, MdANS in MdUFGT je bilo izrazito večje v kožici S v zadnjem terminu vzorčenja. 
Ta povečana aktivacija pa se verjetno ni zgodila dovolj zgodaj, da bi se odrazila v 
koncentraciji fenolnih snovi v kožici.  
Slika 7: Izražanje genov MdCHS, MdCHI, MdFHT, MdDFR, MdANS in MdUFGT v kožici jabolk pri treh 
obravnavanjih (kožica brez vidnih znakov skalda (K), kožica s prvimi znaki skalda (B) ter kožica s polno 
razvitim skaldom (S)) na štirih terminih vzorčenja (T0, T+1, T+2 in T+4), normalizirana na aktin. Rezultati 
obravnavanj vsakega vzorčnega termina so preračunani glede na obravnavanje K (100 %). 
Figure 7: Expression of MdCHS, MdCHI, MdFHT, MdDFR, MdANS and MdUFGT in apple peel in three 
treatments (unaffected peel (K), border peel with first visible signs of scald (B) and fully scalded peel (S)) at 
four sampling days (T0, T+1, T+2 in T+4) normalized to actin. At each sampling date, the results are calculated 
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V kožici plodov smo določili tudi aktivnost encimov fenilpropanoidne in flavonoidne 
sintezne poti (slika 8), kjer smo ravno tako rezultate preračunali glede na kožico K, ki je 
predstavljala 100 %.  
Slika 8: Aktivnost encimov PAL, CHS/CHI, FHT, DFR in P2’GT v kožici jabolk pri treh obravnavanjih (kožica 
brez vidnih znakov skalda (K), kožica s prvimi znaki skalda (B) ter kožica s polno razvitim skaldom (S)) 
na štirih terminih vzorčenja (T0, T+1, T+2 in T+4). Rezultati obravnavanj vsakega vzorčnega termina 
so preračunani glede na obravnavanje K (100 %). Različne črke nad stolpci označujejo statistično značilne 
razlike med obravnavanji (Duncanov test, p < 0,05). 
Figure 8: Changes in specific enzyme activity (%) of PAL, CHS/CHI, FHT, DFR and P2’GT in apple peel in 
three treatments (unaffected peel (K), border peel with first visible signs of scald (B) and fully scalded peel 
(S)) at four sampling days (T0, T+1, T+2 in T+4). At each sampling date, the results are calculated in relation 
to the control K which is set as 100 %. Different letters in each sampling date denote significant differences 
(Duncan test, p < 0.05) between treatments (K, B and S).  
 
Z izjemo P2’GT smo pri encimih opazili zmanjšano aktivnost v kožici S v primerjavi 
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z izražanjem genov. To bi lahko razložili z razgradnjo celic, katere posledica je oksidacija 
fenolnih spojin, ki lahko nato reagirajo z encimi tako, da jih deaktivirajo. Vendar to ne drži 
za P2’GT, ki ostaja enako aktiven v kožici S in še bolj aktiven v kožici B v primerjavi 
s kontrolo. Sklepamo lahko, da del ugotovljene in vitro aktivnosti encima P2’GT 
predstavljajo nespecifične β-glukozidaze, ki so se sprostile iz celic ob njihovem propadu, 
saj se večja aktivnost P2’GT ne odraža v večji vsebnosti floridzina. 
Na sliki 9 so predstavljeni rezultati aktivnosti encimov POX in PPO. Aktivnost POX ni bila 
močno povezana s pojavom skalda, ugotovili smo rahlo zmanjšanje v aktivnosti. Aktivnost 
PPO pa se je močno povečala z razvojem skalda, kar se je še posebej izrazilo na zadnji dan 
vzorčenja. Korelacijska analiza je pokazala negativno korelacijo med encimoma -0,755 
(R=56,9 %). Medtem ko je vloga PPO v splošnem povezana z oksidacijo fenolnih snovi in 
je tako večja aktivnost PPO v kožicah B in S precej jasna, je vloga POX nekoliko manj 
raziskana. Encimi POX imajo številne lastnosti, saj lahko vplivajo na povečanje 
ali zmanjšanje ROS v celici in lahko oksidirajo številne substrate. Tudi drugi raziskovalci 
so kljub nejasni vlogi POX med razvojem skalda ugotovili, da je aktivnost POX manjša 
v skaldasti kožici kot v kožici jabolk brez skalda (Bramlage in sod., 1993; Fernández-
Trujillo in sod., 2003; Ju in Bramlage, 1999; Rao in sod., 1998).  
 
Slika 9: Aktivnost encimov peroksidaz (POX) in polifenol oksidaz (PPO)(%) v kožici jabolk pri treh 
obravnavanjih (kožica brez vidnih znakov skalda (K), kožica s prvimi znaki skalda (B) ter kožica s polno 
razvitim skaldom (S)) na štirih terminih vzorčenja (T0, T+1, T+2 in T+4). Rezultati obravnavanj vsakega 
vzorčnega termina so preračunani glede na obravnavanje K (100 %). Različne črke nad stolpci označujejo 
statistično značilne razlike med obravnavanji (Duncanov test, p < 0,05). 
Figure 9 Peroxidase (POX) and polyphenoloxidase (PPO) activity (%) in apple peel in three treatments 
(unaffected peel (K), border peel with first visible signs of scald (B) and fully scalded peel (S)) at four sampling 
days (T0, T+1, T+2 in T+4). At each sampling date, the results are calculated in relation to the control K which 
is set as 100 %. Different letters in each sampling date denote significant differences (Duncan test, p < 0.05) 
between treatments (K, B and S).  
Odziv plodov na razvoj skalda na fenilpropanoidni in flavonoidni poti se zgodi na več 
različnih nivojih. Medtem ko je izražanje genov večje, verjetno kot posledica obrambnih 
mehanizmov, se večina aktivnosti encimov in vsebnosti fenolnih spojin zmanjša z razvojem 
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2.2.2 Vpliv steklavosti na primarne metabolite in aktivnosti encimov fenilpropanoidne 
in flavonoidne poti 
 
V okviru doktorskega poskusa je bil narejen še poskus vpliva steklavosti na aktivnost 
encimov fenilpropanoidne in flavonoidne poti.  
Steklavost je fiziološka motnja, ki jo je praktično nemogoče opaziti, dokler ploda 
ne prerežemo (Bowen in Watkins, 1997). Čeprav je ta motnja pri nekaterih potrošnikih celo 
zaželena (Kasai in Arakawa, 2010), večino pridelovalcev in potrošnikov ne želi takih plodov, 
saj se ti plodovi bistveno slabše skladiščijo. Ravno zaradi težavnega razvrščanja plodov 
se mnogi raziskovalci trudijo razviti nedestruktivne metode odkrivanja steklavosti, kot so 
magnetna resonanca (MRI) (Melado-Herreros in sod., 2013), rentgenska tomografija (X-ray 
CT) (Melado-Herreros in sod., 2015), termografija (Baranowski in sod., 2009) in NMR 
relaksometrija (Melado-Herreros in sod., 2015). Nekateri rezultati so obetavni, a uporaba teh 
metod je predraga za manjše pridelovalce. 
Razumevanje mehanizmov v ozadju nastanka steklavosti bi lahko pripomoglo k razvoju 
boljše strategije skladiščenja in prodaje za steklavost dovzetnih sort. Čeprav vzrok nastanka 
steklavosti še ni povsem razjasnjen (Itai, 2015; Marlow in Loescher, 1984), pa je vpliv 
steklavosti na plod precej dobro raziskan. V plodovih s steklavostjo v steklavem mesu 
so tako določili nižje vsebnosti glukoze in fruktoze ter višje vsebnosti sorbitola kot pri 
nesteklavem mesu (Bowen in Watkins, 1997; Melado-Herreros in sod., 2013). Vzrok večje 
vsebnosti sorbitola v steklavem tkivu je v manjše izražanje genov transporterjev sorbitola 
(Gao in sod., 2005). Namesto prenašanja sorbitola v skladiščne celice parenhima se ta kopiči 
v medceličnem prostoru, zaradi česar je zmanjšan volumen medceličnega prostora, kar lahko 
vodi v oksidativni stres in ne nazadnje do porjavenja mesa (browning disorders) (Argenta 
in sod., 2002a; Kasai in Arakawa, 2010). 
S poskusom smo želeli ugotoviti, kaj se dogaja pred nastankom porjavenja mesa. Želeli smo 
nadgraditi znanje prvega poskusa s steklavostjo (Zupan in sod., 2016), kjer smo ugotovili, 
da je v steklavem tkivu manjša vsebnost skupnih fenolnih spojin, a večja vsebnost 
dihidrohalkonov, prav tako je bila večja aktivnost POX. V drugem poskusu smo se 
osredotočili le na plodove ene sorte ('Fuji'), vzorčili smo meso in kožico zdravih ter s 
steklavostjo prizadetih plodov. Poleg določanja vsebnosti sladkorjev, organskih kislin in 
fenolnih snovi v kožici in mesu plodov smo v mesu plodov ocenili še aktivnost encimov 
fenilpropanoidne sintezne poti. Pridobili smo rezultate aktivnosti za naslednje encime: 
fenilalanin amoniak liazo (PAL), halkon sintazo (CHS), halkon izomerazo (CHI), flavonol 
sintazo (FLS), flavanon 3-hidroksilazo (FHT), floretin 2'-O-glikoziltransferazo (P2’GT) 
in flavonoid 3-O-glikoziltransferazo (F3’GT). Dodatno smo določali aktivnost polifenol 
oksidaze (PPO). 
Namen poskusa je bil ugotoviti, ali obstajajo kakršne koli vidne (merljive) spremembe 
v kožici steklavih plodov v primerjavi z zdravimi plodovi. Rezultati poskusa v steklavem 
tkivu nam bodo pomagali razjasniti povezavo med aktivnostjo encimov fenilpropanoidne 
poti in steklavostjo. To je prva tako poglobljena raziskava biosinteze fenolnih spojin v mesu 
steklavih plodov, ki zajema primarne metabolite, aktivnost encimov in vsebnost fenolnih 
spojin v mesu in kožici plodov.  
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Materiali in metode 
Poskus je bil izveden leta 2014. Jabolka sorte 'Fuji', cepljena na podlago M9, so bila obrana 
23. oktobra v Sadovnjaku Resje KGZ Sava z. o. o. Jabolka smo razdelili v dve skupini: 
plodove brez steklavosti in plodove s steklavostjo. V poskusu smo vzorčili kožico (sončno 
stran ploda) in meso plodov, ki niso kazali znakov steklavosti, ter kožico steklavih plodov 
in meso steklavih plodov, in sicer steklavo tkivo ter neprizadeto tkivo. Plodove smo najprej 
razpolovili, da smo videli prisotnost steklavosti in nato posebej vzorčili kožico in meso. 
Vzorce smo nato zamrznili v tekočem dušiku in jih pred nadaljnjo rabo shranili 
v zamrzovalno skrinjo –80 °C. Za meso smo določili naslednja obravnavanja: zdravo meso 
iz zdravih plodov (H), zdravo meso iz plodov s steklavostjo (HW) ter steklavo meso 
iz plodov s steklavostjo (WW). Za kožico smo imeli dve obravnavanji: kožica zdravih 
plodov (HP) in kožica plodov s steklavostjo (WP). 
Za vsako skupino plodov (neprizadete in plodove s steklavostjo) smo izbrali deset plodov, 
ki smo jim izmerili barvo s prenosnim kolorimetrom (CR-10 Chroma). Izmerili smo 
naslednje parametre: nasičenost barve (C), svetlost barve (L) in barvni ton (hº). 
Ekstrakcija sladkorjev in organskih kislin je potekala iz zamrznjenih vzorcev. Natehtali smo 
2 g nasekljanega mesa in prelili z 10 mL vode ter 1 g nasekljane kožice in prelili s 5 mL 
vode. Vzorce smo homogenizirali in izvedli ekstrakcijo po protokolu Zupan in sod. (2016). 
Analiza sestave ter vsebnosti sladkorjev in organskih kislin je bila določena s pomočjo 
kromatografije visoke ločljivosti (HPLC) (Thermo Finnigan Surveyor). Uporabili smo 
koloni Rezex RCM-monosaccharide za sladkorje in RezexROA organic acid column 
za kisline. Nastavitve in postopki analize so opisani v Zupan in sod. (2016).  
Za ekstrakcijo fenolnih spojin smo natehtali 2 g sesekljanega mesa in 0,5 g sesekljane kožice 
plodov in ju prelili z 2 mL (meso) in 2,5 mL (kožica) metanola s 3-% mravljinčno kislino. 
Nadaljnja ekstrakcija in analiza s pomočjo HPLC-MS je potekala, kot je opisano v Zupan 
in sod. (2016). 
Aktivnost encimov PPO smo določili spektrofotometrično po opisanem v Rusjan in sod. 
(2012). Za določanje aktivnosti encimov fenilpropanoidne poti (PAL, CHS/CHI, FLS, FHT, 
P2’GT in F3’GT) smo uporabili optimiziran protokol Halbwirth in sod. (2002).  
Za določanje vsebnosti sladkorjev, organskih kislin in fenolnih spojin smo naredili 
deset ponovitev vsakega obravnavanja. Za določanje encimske aktivnosti smo naredili 
tri ponovitve. Razlike med obravnavanji, meso in kožico posebej, smo ugotavljali z 
enosmerno analizo variance (ANOVA), značilne razlike med obravnavanji pa smo 
ovrednotili s testom LSD. Za statistično značilno različne smo z različnimi črkami označili 
obravnavanja z vrednostjo p, manjšo od 0,05.  
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Rezultati z razpravo 
V preglednici 1 so predstavljeni rezultati vsebnosti posameznih ter skupnih sladkorjev 
in organskih kislin v kožici plodov. V kožici plodov brez steklavosti (HP) smo določili večjo 
vsebnost fruktoze in manjšo vsebnost saharoze ter sorbitola kot v kožici plodov 
s steklavostjo (WP). Vsebnost sorbitola je bila v kožici WP skoraj dvakrat večja od vsebnosti 
v kožici HP, kar odraža večjo vsebnost sorbitola, določenega v mesu plodov s steklavostjo. 
Tudi manjša vsebnost fruktoze v WP v primerjavi s HP je v skladu z dosedanjimi 
raziskavami vpliva pojava steklavosti na sladkorje v mesu (Bowen in Watkins, 1997; Gao 
in sod., 2005). V vsebnosti skupnih sladkorjev ni bilo statistično značilnih razlik.  
V kožici plodov nismo določili citronske kisline, v vsebnosti jabolčne kisline ni bilo 
statistično značilnih razlik, posledično prav tako ni bilo razlik v vsebnosti skupnih kislin. 
Glede na te rezultate razvoj steklavosti nima velikega vpliva na vsebnost kislin v kožici 
plodov.  
Preglednica 1: Vsebnost posameznih in skupnih sladkorjev ter organskih kislin (povprečje ± standardna napaka 
g kg-1 sveže mase) v kožici plodov brez steklavosti in kožici plodov s steklavostjo. 
Table 1: The content of individual sugars (mean ± standard error (SE) in g kg-1 FW), sum of sugars (mean ± 
SE in g kg-1 FW), individual organic acids (mean ± SE in g kg-1 FW) and sum of organic acids (mean ± SE in 





Plod s steklavostjo 
(WP) 
Saharoza 35.5 ± 1.3  a 40.6 ± 1.1  b 
Glukoza 26.8 ± 1.3  a 25.8 ± 1.3  a 
Fruktoza 45.0 ± 1.7  b 40.1 ± 1.2  a 
Sorbitol 3.5 ± 0.2  a 6.3 ± 0.3  b 
Skupni sladkorji 110.8 ± 2.4  a 112.7 ± 2.0  a 
Citronska kislina ND ND 
Jabolčna kislina 8.2 ± 0.4  a 7.6 ± 0.4  a 
Skupne kisline 8.2 ± 0.4  a 7.6 ± 0.4  a 
Različne črke v vrstici označujejo statistično značilno razliko med obravnavanji (LSD test, p < 0,05)  
V kožici smo določili 27 posameznih fenolnih spojin, ki smo jih združili v pet skupin: 
hidroksicimetne kisline (3-, 4- in 5-kafeoilkininska kislina, p-kumarinska kislina heksoza, 
glukozid sinapinske kisline in 4-O-p-kumaroilkininska kislina) flavanoli (katehin, 
epikatehin in procianidini), dihidrohalkoni (floretin 2'-O-ksiloglukozid in floridzin), 
flavonoli (kvercetin glikozidi) in antocianin (idaein). Dodatno so na sliki 10 predstavljeni še 
barvni parametri kroma (C), relativna svetlost plodov (L) in barvni ton (hº). Flavanoli 
in flavonoli prevladujejo v jabolčni kožici, vendar niso zanemarljive niti vsebnosti drugih 
treh skupin. Statistično značilno razliko smo ugotovili pri vsebnosti hidroksicimetnih kislin 
ter flavonolov med neprizadetimi plodovi in plodovi s steklavostjo, in sicer je bila njihova 
vsebnost večja v kožici plodov s steklavostjo. Obe skupini fenolov sta poznani zaradi svoje 
antioksidativne aktivnosti v jabolkih (Abdallah in sod., 1997; Yuri in sod., 2010). Flavonoli 
lahko delno pripomorejo k rumenim tonom v kožici plodov (Felicetti in Schrader, 2008a). 
Večja vsebnost flavonolov bi tako lahko pojasnila večje vrednosti parametra hº pri plodovih 
s steklavostjo. Pričakovali smo večjo vsebnost idaeina, saj so bili plodovi s steklavostjo 
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temnejši, vendar med obravnavanji ni bilo razlik v vsebnosti. Kljub temu ti rezultati kažejo 
na možno uporabo kolorimetričnih metod za razvrščanje plodov.  
 
Slika 10: Vsebnost hidroksicimetnih kislin, flavanolov, dihidrohalkonov, flavonolov in antocianinov (mg kg-1 
sveže mase) v kožici jabolk. Parametri obarvanosti plodov: kroma (C), relativna svetlost plodov (L) in barvni 
ton (hº). Različne črke označujejo razlike med obravnavanji (Duncanov test, p < 0,05). 
Figure 10: Content of hydroxycinnamic acids, flavanols, dihydrochalcones, flavonols and anthocyanin (mg kg-
1 FW) in apple peel (healthy apple and apple with watercore). Apple peel colour parameters chroma (C), 
relative lightness of colours (L) and hue angle (h°) are presented below the figure in table form. Different letters 
denote significant differences (Duncan test, p < 0.05) between treatments 
 
V preglednici 2 so predstavljeni rezultati vsebnosti posameznih ter skupnih sladkorjev 
in organskih kislin v mesu plodov brez steklavosti (H) ter v mesu plodov s steklavostjo 
v neprizadetem mesu (HW) in v steklavem mesu (WW), podatki so za meso predstavljeni 
v mg kg-1 suhe mase. Zanimivo se vsebnost sorbitola v steklavem plodu ni razlikovala 
med WW in HW. V steklavem mesu je bila vsebnost skupnih sladkorjev značilno manjša 
od vsebnosti v HW in H. Največ je k razliki v vsebnosti sladkorjev doprinesla manjša 
vsebnost fruktoze v WW, kar je v skladu z našim prvim poskusom in raziskavami s tega 
področja (Bowen in Watkins, 1997; Gao in sod., 2005).  
 
V mesu smo določili tudi dve organski kislini, jabolčno in citronsko. Prevladovala je 
jabolčna kislina. Podobno kot v kožici plodov tudi v mesu ni bilo razlik v vsebnosti 
organskih kislin med obravnavanji. Kar dodatno potrdi, da steklavost bistveno ne vpliva 
na vsebnost organskih kislin.  
 
V mesu smo določili vsebnost fenolnih snovi, ki so predstavljene v preglednici 3. Meso 
jabolk vsebuje manj fenolnih spojin od kožice, prav tako je manjša njihova vsebnost. 
Med hidroksicimetnimi kislinami velik delež predstavlja klorogenska kislina, 
katere vsebnost je bila večja v mesu HW od H in WW, medtem ko med mesom H in WW 
ni bilo statistično značilnih razlik. V prvem poskusu smo pri sorti 'Rdeči delišes' ugotovili 
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statistično značilnih razlik. Ostale hidroksicimetne kisline so bile prisotne v zelo nizkih 
količinah in tako niso imele večjega vpliva na vsebnost hidroksicimetnih kislin. 
Zelo zanimiv rezultat smo dobili v zvezi z dihidrohalkoni, saj je bilo tako kot pri prvem 
poskusu teh bistveno več v mesu WW kot HW in H.  
Preglednica 2: Vsebnost posameznih in skupnih sladkorjev ter organskih kislin (povprečje ± standardna napaka 
g kg-1 suhe mase) v mesu neprizadetega ploda (H), v steklavem plodu v neprizadetem mesu (HW) in v 
steklavem mesu (WW). 
Table 2: The content of individual sugars (mean ± SE in g kg-1 DW), total sugars (mean ± SE in g kg-1 DW), 
individual organic acids (mean ± SE in g kg-1 DW) and total organic acids (mean ± SE in g kg-1 DW) in apple 





steklavosti Plod s steklavostjo 
  H HW WW 
Saharoza 3.5 ± 0.1  b 4.7 ± 0.2  c 3.1 ± 0.2  a 
Glukoza 3.2 ± 0.1  c 2.9 ± 0.1  b 2.0 ± 0.1  a 
Fruktoza 11.2 ± 0.1  c 9.7 ± 0.1  b 8.0 ± 0.1  a 
Sorbitol 0.3 ± 0.0  a 0.6 ± 0.0  b 0.7 ± 0.0  b 
Skupni sladkorji 18.0 ± 0.4  b 17.6 ± 0.4  b 13.7 ± 0.1  a 
Citronska kislina 0.1 ± 0.0  a 0.2 ± 0.0  a 0.1 ± 0.0  a 
Jabolčna kislina 0.9 ± 0.1  a 0.9 ± 0.0  a 0.8 ± 0.0  a 
Skupne organske kisline 1.0 ± 0.1  a 1.1 ± 0.1  a 1.0 ± 0.0  a 
Različne črke v vrstici označujejo statistično značilno razliko med obravnavanji (LSD test, p < 0,05)  
H – meso plodov brez steklavosti 
HW – zdravo meso plodov s steklavostjo 
WW – steklavo meso plodov s steklavostjo 
 
Ti rezultati kažejo na pomembno vlogo dihidrohalkonov v povezavi s steklavostjo. Tako kot 
pri hidroksicimetnih kislinah smo tudi pri flavonolih določili največjo vsebnost v mesu HW 
v primerjavi z mesom H in WW, med katerima ni bilo razlik. Razlike med vsemi tremi 
obravnavanji pa smo opazili v vsebnosti flavanolov. Največja vsebnost je bila ponovno 
določena v mesu HW, nato v H in najmanjša v WW. Izkazalo se je, da ima steklavost 
pomemben vpliv na neprizadeto meso v plodu s steklavostjo, na kar kaže večja vsebnost 
hidroksicimetnih kislin, flavonolov in flavanolov. V mesu WW pa ima pojav steklavosti 
največji vpliv na dihidrohalkone, katerih vsebnost je bila večja, in na flavanole, 
katerih vsebnost je bila manjša v primerjavi z mesom H in HW.  
V poskusu smo določali tudi aktivnost encima polifenol oksidaza (slika 11). Potrdili smo 
večjo aktivnost PPO v WW v primerjavi s H in HW, med katerima ni bilo statistično 
značilnih razlik.  
Poleg vsebnosti fenolnih spojin smo v tem poskusu dodatno analizirali še aktivnost encimov 
fenilpropanoidne in flavonoidne poti: fenilalanin amoniak liaze (PAL), halkon sintaze 
(CHS) in halkon izomeraze (CHI), flavonol sintaze (FLS), flavanon 3-hidroksilaze (FHT), 
floretin 2-O-glikoziltransferazo (P2’GT) ter flavonoid 3-O-glikoziltransferazo (F3’GT). 
Aktivnosti encimov so prikazane na sliki 12. Čeprav se je nakazovala večja aktivnost encima 
PAL v mesu WW, razlike med obravnavanji niso bile statistično značilne. Prav tako nismo 
ugotovili statistično značilnih razlik med aktivnostjo encimov CHS/CHI, FLS, FHT, F3’GT. 
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Edino statistično značilno razliko smo ugotovili v aktivnosti encima P2’GT, kjer se je 
pokazala največja aktivnost v mesu HW, najmanjša pa v H. Rezultat nas je ponovno 
presenetil, saj smo glede na vsebnost fenolnih snovi pričakovali drugačne rezultate. 
Vendar bi lahko kazalo na to, da se je večina sprememb v mesu zgodila že pred našim 
vzorčenjem, saj se steklavost razvije že pred skladiščenjem.  
Preglednica 3: Vsebnost posameznih fenolnih spojin (povprečje ± standardna napaka mg kg-1 suhe mase) 
v mesu neprizadetega ploda (H), v steklavem plodu v neprizadetem mesu (HW) in v steklavem mesu (WW). 
Različne črke v vrstici označujejo statistično značilno razliko med obravnavanji (LSD test, p < 0,05). 
Table 3: Content of individual phenolic compounds (mean ± SE in mg kg-1 DW) in apple flesh of apple without 
watercore (H), in apple with watercore in unaffected flesh (HW) and in watercore flesh (WW). Different letters 
in the row denote the statistical differences between treatments (LSD test, p < 0.05).  
Fenolne spojine 
Plodovi brez 
steklavosti Plodov s steklavostjo 
  H SN   HW SN   WW SN   
Klorogenska kislina 12.42 0.42 a 15.74 0.36 b 12.79 0.53 a 
4-O-p-komaruilkininska kislina 0.01 0.00 a 0.01 0.00 b 0.01 0.00 ab
4-kafeolikininska kislina 0.25 0.01 b 0.21 0.01 a 0.20 0.00 a 
5-kafeoilkininska kislina 0.20 0.01 b 0.16 0.01 a 0.20 0.01 b 
Skupne hidroksicimetne kisline 12.91 0.43 a 16.13 0.37 b 13.20 0.53 a 
3-hidroksi-floretin-2’-O-
ksiloglukozid 0.05 0.01 a 0.04 0.00 a 0.08 0.01 b 
Floretin-2-O-(2"O-ksiloglukozid) 0.27 0.01 a 0.26 0.01 a 0.70 0.05 b 
Floridzin 0.35 0.04 a 0.31 0.03 a 1.71 0.12 b 
Skupni dihidrohalkoni 0.67 0.05 a 0.60 0.04 a 2.50 0.17 b 
Kvercetin 3-galaktozid 0.01 0.00 a 0.01 0.00 b 0.01 0.00 a 
Kvercetin 3-glukozid 0.44 0.04 a 1.13 0.12 b 0.42 0.03 a 
Kvercetin 3-ksilozid 0.01 0.00 a 0.02 0.00 b 0.01 0.00 b 
Kvercetin 3-arabinofuranozid  0.04 0.00 a 0.05 0.00 b 0.04 0.00 b 
Kvercetin 3-ramnozid 0.04 0.00 a 0.05 0.00 b 0.07 0.00 c 
Kvercetin 3-arabinopiranozid  0.01 0.00 a 0.01 0.00 a 0.01 0.00 b 
Skupni flavonoli 0.54 0.04 a 1.26 0.13 b 0.56 0.03 a 
Katehin 0.60 0.02 a 0.74 0.02 b 0.62 0.02 a 
Epikatehin 1.70 0.11 b 2.20 0.10 c 1.27 0.05 a 
Procianidin B1 1.78 0.16 b 1.98 0.11 b 0.95 0.05 a 
Procianidin B2 4.22 0.59 b 5.41 0.27 c 2.97 0.26 a 
Procianidin dimer 0.67 0.04 b 0.54 0.03 a 0.54 0.01 a 
Procianidin trimer 1 1.53 0.06 b 1.14 0.04 a 1.26 0.05 a 
Procianidin trimer 2 0.65 0.06 b 0.45 0.03 a 0.66 0.03 b 
Procianidin trimer 3 2.10 0.14 a 3.50 0.24 b 1.98 0.14 a 
Procianidin trimer 4 0.52 0.06 b 0.35 0.04 a 0.43 0.03 ab
Skupni flavanoli 13.06 0.71 b 16.44 0.69 c 10.60 0.47 a 
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Slika 11: Aktivnost polifenol oksidaz (PPO; ΔA min-1) v mesu neprizadetega ploda (H), v steklavem plodu 
v neprizadetem mesu (HW) in v steklavem mesu (WW). Različne črke označujejo statistično značilne razlike 
med obravnavanji (Duncanov test, p < 0,05). 
Figure 11: Polyphenolo xidase activity (PPO; ∆A min-1) in apple flesh of apple without watercore (H), in apple 
with watercore in unaffected flesh (HW) and in watercore flesh (WW). Different letters denote significant 
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Slika 12: Aktivnost encimov (nmol s-1 kg(prot)-1) fenilalanin amoniak liaza (PAL), halkon sintaza (CHS) in halkon 
izomeraza (CHI), flavonol sintaza (FLS), flavanon 3-hidroksilaza (FHT), floretin 2-O-glikoziltransferaza 
(P2'GT) ter flavonoid 3-O-glikoziltransferaza (F3’GT) v mesu neprizadetega ploda (H), v steklavem plodu 
v neprizadetem mesu (HW) in v steklavem mesu (WW). Različne črke označujejo statistično značilne razlike 
med obravnavanji (LSD test, p < 0,05). 
Figure 12: Enzyme activity (nmol s-1 kg(prot)-1) of phenylalanine annonia lyase (PAL) chalcone 
synthase(CHS)/chalcone isomerase (CHI), flavonol synthase (FLS), flavanone 3-hydroxylase (FHT), phloretin 
2’-O-glycosyltransferse (P2'GT) and flavonoid 3-O-glycosyltransferase (F3’GT) in apple flesh of apple 
without watercore (H), in apple with watercore in unaffected flesh (HW) and in watercore flesh (WW). 
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Fiziološke motnje lahko povzročijo velik izpad pridelka in prihodka, saj prizadeti plodovi 
ne dosegajo ustrezne tržne vrednosti in se slabše skladiščijo od povsem zdravih plodov 
(Felicetti in Schrader, 2009). Kljub mnogim raziskavam odzivi jablane, predvsem pa odziv 
plodov, na razvoj različnih fizioloških motenj niso popolnoma proučeni. V povezavi 
s fiziološkimi motnjami na področju fenolnih snovi je malo raziskav, še posebej v povezavi 
s steklavostjo in grenko pegavostjo. Za boljše poznavanje biokemijskega odziva plodov 
jablane na razvoj fizioloških motenj smo v letih 2012–2015 izvedli vrsto poskusov, 
s katerimi smo želeli dobiti rezultate vpliva razvoja fizioloških motenj predvsem na nivoju 
sinteze in razgradnje fenolnih snovi, pri steklavosti smo analizirali tudi odziv primarnega 
metabolizma.  
Med rastjo plodov skupna vsebnost sladkorjev v plodu (g plod-1) narašča, medtem ko je 
razmerje med posameznimi sladkorji med rastjo različno. V optimalno zrelih plodovih 
je tako v jabolkih največ fruktoze, nato saharoze in glukoze ter najmanj sorbitola (Zhang 
in sod., 2010). V poskusih so sladkorji večinoma določeni v jabolčnem soku ali sesekljanem 
mesu, redkeje se pri analizah upošteva različna vzorčna mesta mesa. Potrjene so razlike 
med plodovi, izpostavljenimi soncu, in plodovi v krošnji, ti vsebujejo manj topnih sladkorjev 
v soku mesa (Opara in sod., 1997). Ravno zato smo izvedli poskus, kjer smo vzorčili deset 
različnih mest mesa v plodu, saj smo želeli preveriti, ali obstajajo razlike v vsebnosti 
in sestavi sladkorjev glede na mesto vzorčenja mesa, dodatno smo vzorčili še kožico 
na osončeni in senčni strani plodov. 
Vzorčna mesta iz različnih delov mesa ploda, od peclja do muhe, se med seboj niso 
razlikovala, medtem ko so bile med vzorčnimi mesti med kožico in žilami značilne 
statistične razlike. Meso pri žilah je vsebovalo manj saharoze in več glukoze, vsebnost 
skupnih sladkorjev je bila v tem delu najmanjša v primerjavi z ostalimi vzorčnimi mesti. 
Ena od možnih razlag za tako razliko v vsebnosti sladkorjev bi lahko bila v velikosti samih 
celic v plodu, saj so celice mesa med kožico do žil večje od tistih od žil do peščišča in imajo 
posledično večje vakuole, kjer se lahko kopičijo sladkorji (Bain in Robertson, 1951; 
Herremans in sod., 2013). Razmerje posameznih sladkorjev v kožici se razlikuje od razmerja 
posameznih sladkorjev v mesu. V kožici je bilo bistveno več saharoze, sorbitola in glukoze. 
Za drugačno razmerje sladkorjev v kožici bi bila lahko vzrok fotosinteza v kožici (Chen 
in Cheng, 2007), saj sta ravno sorbitol in saharoza glavni transportni obliki pri jablani.  
Ugotovili smo, da mesto vzorčenja po širini ploda (oddaljenost od peščišča do kožice) vpliva 
na vsebnost sladkorjev, medtem ko med vzorčenji po dolžini ploda (od peclja do muhe) 
ni bilo značilnih razlik. To dejstvo je še posebej pomembno, ko vzorčimo posamezne dele 
ploda in ne le soka plodov.  
Na razmerje in vsebnost sladkorjev v mesu jabolk močno vpliva pojav steklavosti. Steklavost 
se pojavi ob žilah do peščišča in ob močnem pojavu steklavosti vse do kožice (Marlow 
in Loescher, 1984). Steklavost, ki se razvije tik pod kožico, povezujejo s sončnimi ožigi 
(Racsko in Schrader, 2012) in višjo temperaturo plodov (Yamada in sod., 2004). 
Zaradi razvoja steklavega tkiva smo pri vzorčenju plodov omejeni, kje točno lahko vzorčimo 
neprizadeto in s steklavostjo prizadeto meso. V prvem poskusu s steklavostjo smo vzorčili 
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meso plodov treh različnih sort s steklavostjo in brez nje. Različne sorte imajo lahko različno 
razvito steklavost, tako da so mesta vzorčenja steklavega mesa v plodu različna. Na podlagi 
tega razlike v vsebnosti metabolitov med obravnavanjema (prizadeto in neprizadeto) 
pripišemo pojavu steklavosti in ne mestu vzorčenja, ki pa ima verjetno še vedno nekaj vpliva.  
Po pričakovanjih je bila vsebnost sorbitola v steklavem mesu večja, vsebnost fruktoze 
manjša v primerjavi z neprizadetim mesom. Vsebnost sorbitola v steklavem mesu je bila 
pri sorti 'Rdeči delišes' kar štirikrat večja od vsebnosti v neprizadetem mesu. Pri vzorčenju 
po slojih se je izkazalo, da je v notranjem delu plodov, med žilnimi snopiči in peščiščem, 
najmanjša vsebnost sorbitola, torej lahko to večjo vsebnost sorbitola v steklavem mesu 
pripišemo predvsem pojavu steklavosti in ne mestu vzorčenja. Značilno večja je bila tudi 
vsebnost glukoze, skupnih sladkorjev in suhe topne snovi v neprizadetem mesu sort 'Fuji' 
in 'Rdeči delišes'. Ravno nasprotno sta ugotovila Bowen in Watkins (1997), ki sta največ 
topne suhe snovi določila v plodovih, ki so bili močno prizadeti s steklavostjo, vendar so 
vsebnosti suhe snovi neprizadetih plodov v njunem poskusu precej nižje od vrednosti, 
navedenih za to sorto v času zrelosti plodov. Podobne rezultate smo dobili tudi v drugem 
poskusu s steklavostjo, kjer smo primerjali tkiva (H, HW in WW) sorte 'Fuji'. Pri izražanju 
vsebnosti sorbitola na suho snov ni bilo statistično značilnih razlik v vsebnosti sorbitola 
v plodu s steklavostjo (med prizadetim in neprizadetim mesom), medtem ko je bila vsebnost 
sorbitola v tem plodu večja od vsebnosti v plodu brez vidnih znakov steklavosti. 
Večjo vsebnost sorbitola in saharoze smo določili tudi v kožici plodov s steklavostjo, 
medtem ko je bila vsebnost fruktoze večja v kožici plodov, ki niso imeli vidnih znakov 
steklavosti; posledično v vsebnosti skupnih sladkorjev ni bilo statističnih značilnih razlik 
med kožicama.  
Čeprav glavnega vzroka nastanka steklavosti še vedno ne poznamo, je trenutno za kopičenje 
sorbitola vpeljana naslednja razlaga. Sorbitol naj se ne bi kopičil samo v medceličnem 
prostoru steklavega tkiva, temveč tudi v celicah. Do tega naj bi prihajalo zaradi aktivnega 
praznjenja floema (Yamada in sod., 2006), medtem ko naj bi bil glavni vzrok kopičenja 
v medceličnem prostoru okvara transporterjev sorbitola (Gao in sod., 2005). Vendar so pred 
kratkim Kunihisa in sod. (2016) nasprotno ugotovili, da naj bi bili geni za pojav steklavosti 
na kromosomu 14, medtem ko so gene za transporterje sorbitola našli na kromosomih 3, 12 
in 17 in ne na kromosomu 14. Pri preučevanju genoma sorte 'Fuji' so še ugotovili, da naj bi 
nagnjenost za razvoj steklavosti podedoval po sorti 'Rdeči delišes'.  
Za uravnotežen okus plodov so poleg sladkorjev zelo pomembne tudi organske kisline. 
V jabolkih prevladuje jabolčna kislina (Yamaki, 1984), sledi citronska kislina in v zelo 
majhnih količinah (manj kot 1 %) še fumarna in šikimska kislina (Hecke in sod., 2006), 
zato slednjih dveh nismo vključili med rezultate. Največji vpliv na vsebnost kislin ima 
jabolčna kislina, saj je je v mesu okrog 90 % (Mikulic-Petkovsek in sod., 2007), v kožici 
plodov je bila celo edina ovrednotena (prisotnosti citronske kisline nismo potrdili).  
Ko smo vzorčili različne plasti plodov, smo ugotovili, da je med mesti vzorčenja v mesu 
izstopalo mesto v območju žil. Značilno večjo vsebnost kislin je imela tudi kožica. Pri sorti 
'Jonagold' je bilo nekaj razlik tudi med ostalimi mesti vzorčenja mesa, medtem ko pri sorti 
'Granny Smith' med vzorčnimi mesti mesa od žil do kožice ni bilo statistično značilnih razlik. 
Majhen delež kislin v plodove doteka prek žilnega sistema, poglavitni vpliv na vsebnost 
organskih kislin v plodu pa naj bi imel metabolizem malata in citrata v plodu (Ettienne 
in sod., 2013).  
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Med sončno in senčno stranjo plodov je bilo sicer nekaj majhnih razlik v vsebnosti kislin, 
vendar je bila edina statistično značilna razlika v kožici sorte 'Jonagold', kjer je bila v kožici, 
izpostavljeni soncu, večja vsebnost organskih kislin. Na vsebnost organskih kislin v mesu 
različna izpostavljenost ploda soncu ni imela vpliva. Li in sod. (2013) poročajo, da med 
sončno in senčno stranjo plodov ni razlik v vsebnosti kislin, saj naj bi se ta uravnovesila 
zaradi povečane aktivnosti encimov na sončni strani plodov.  
V plodovih s steklavostjo se je vsebnost organskih kislin razlikovala med sortami, saj je 
imela sorta 'Rdeči delišes' več organskih kislin v zdravem delu mesa, medtem ko pri sortah 
'Gloster' in 'Fuji' ni bilo razlik v vsebnosti skupnih organskih kislin med steklavim in zdravim 
mesom. V prvem poskusu s steklavostjo smo v steklavem mesu sorte 'Fuji' celo določili 
statistično značilno več jabolčne kisline kot v zdravem mesu, medtem ko v drugem poskusu 
nismo ugotovili nobenih razlik med različnimi vzorci mesa in kožice. Ti rezultati so tako 
različni, da o povezavi med steklavostjo in vsebnostjo organskih kislin ne moremo narediti 
zaključkov.  
Iz primarnega metabolizma se prek šikimske sintezne poti (predvsem) iz fenilalanina 
sintetizirajo različne fenolne snovi. Začetek sekundarnega metabolizma tako predstavlja 
pretvorba fenilalanina v cimetno kislino z encimom PAL (Winkel-Shirley, 2001). Prek 
enostavnih fenolov se nato sintetizirajo različni flavonoidi. V plodovih jablane je določenih 
pet glavnih skupin fenolnih spojin: hidroksicimetne kisline, dihidrohalkoni, flavonoli, 
flavanoli in antocianini. V poskusih smo za vse opisane fiziološke motnje določili vsebnost 
fenolnih spojin iz teh skupin ter dodatno pri skaldu in steklavosti ovrednotili aktivnost 
izbranih encimov fenilpropanoidne in flavonoidne sintezne poti ter pri skaldu še izražanje 
izbranih genov fenilpropanoidne in flavonoidne sintezne poti. 
Vsebnost fenolnih spojin se močno razlikuje med kožico in mesom plodov. Fiziološke 
motnje različno prizadenejo dele jabolka. Medtem ko se sončni ožigi in skald izrazito 
pojavijo predvsem na kožici in na nekaj plasteh celic tik pod kožico, se steklavost pojavlja 
predvsem v mesu od žil navzven. Grenka pegavost prizadene tako kožico kot meso. 
Zato smo tudi pri vzorčenju nekaterih fizioloških motenj osredotočeni le na tisto tkivo, ki ga 
fiziološka motnja prizadene. Tako smo pri sončnih ožigih in skaldu vzorčili kožico plodov, 
pri grenki pegavosti kožico in meso ter pri prvem poskusu steklavosti le meso. Pri steklavosti 
smo v drugem poskusu dodali tudi kožico, da bi ugotovili morebitno izražanje pojava 
steklavosti na zunanjosti ploda.  
Pri obravnavi odziva na različne fiziološke motnje moramo upoštevati tudi čas nastanka 
fiziološke motnje, saj na primer sončni ožigi nastanejo še v času rasti, ko je vsebnost fenolnih 
snovi večja (Awad in sod., 2000) in ima rastlina (in plodovi) aktivno fotosintezo. Steklavost 
se kot posledica ožigov lahko razvije kmalu po razvoju ožigov, lahko pa se razvije tudi 
kasneje. Grenka pegavost ter skald pa se razvijeta v skladišču, kjer so plodovi že zreli.  
Sončni ožigi se izražajo v obliki prepoznavnih rjavih lis, ki so dobro opazne, še posebej 
pred ponovno sintezo antocianov pri sortah z rdeče obarvanimi plodovi. Sončni ožigi 
nastanejo kot posledica prekomernega sončnega sevanja in/ali visoke temperature plodov. 
Povečana sinteza flavonoidov je močno povezana z izpostavljenostjo UV-sevanju (Merzlyak 
in sod., 2005). V poskusu smo vrednotili vpliv sončnih ožigov na vsebnost fenolnih spojin 
v plodovih. Plodove smo vzorčili na najbolj vroč dan poletja 2013, kjer so temperature 
presegale 40 ºC. Po pričakovanjih smo potrdili največjo vsebnost skupnih fenolnih spojin 
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v kožici ožganih plodov (SB), sledila je kožica soncu izpostavljenih plodov (HS) ter kožice 
senčne strani ožganega ploda (SB-Sh) in senčne strani zdravega ploda, izpostavljenega 
soncu (H-Sh), ter plodov v krošnji (SH). Podoben trend se je izrazil tudi pri vsebnosti vseh 
ostalih fenolnih spojin.  
Najbolj izrazito razliko v vsebnosti smo določili pri flavonolih, skupini, v kateri je sedem 
kvercetin glikozidov. V kožici SB je bila vsebnost kar sedemkrat oziroma 15-krat večja kot 
v kožici HS, pri sorti 'Zlati delišes' in 'Braeburn'. V kožicah SB-Sh, H-Sh in SH pa je bila 
vsebnost flavonolov še manjša. Ti rezultati kažejo korelacijo med kopičenjem flavonolov 
v kožici in izpostavljenosti soncu (Awad in sod., 2001; Jakopic in sod, 2009) ter še večje 
kopičenje flavonolov v kožici ožganih plodov (Felicetti in Schrader, 2008a, Yuri in sod., 
2010). Vsebnost glavnega flavonola kvercetin 3-galaktozida je bila pri sorti 'Braeburn' 
v kožici SB kar 33-krat in pri sorti 'Zlati delišes' 12-krat večja kot v kožici SH. Ta izrazita 
večja vsebnost flavonolov v izpostavljeni kožici (SB in SH) kaže na pomembno vlogo 
flavonolov pri zaščiti pred sevanjem UV-A in sevanjem v spektru vidne svetlobe (Merzlyak 
in sod., 2005), razlika v vsebnosti flavonolov med kožicama SB in HS pa bi bila lahko 
posledica večje akumulacije flavonolov v kožici SB zaradi njihove obrambne 
(antioksidativne) funkcije proti ROS, ki nastanejo kot posledica foto-oksidativnega stresa 
(Yuri in sod., 2010). Kopičenje kvercetin glikozidov prispeva tudi k rumenkastemu 
obarvanju kožice SB (Felicetti in Schrader, 2008a). 
Med bolj zanimivimi rezultati vpliva sončnih ožigov na vsebnost fenolnih spojin v kožici 
je bil njihov vpliv na vsebnost dihidrohalkonov, saj v pregledu literature nismo zasledili 
nobenih podatkov, kako sončni ožigi vplivajo na vsebnost dihidrohalkonov. Gosch in sod. 
(2010) so naredili dober pregled o vlogi floridzina pri odpornosti na določene patogene, zato 
njegova vloga in vloga ostalih dihidrohalkonov verjetno ni zanemarljiva niti pri fizioloških 
motnjah. V kožici SB smo določili večjo vsebnost dihidrohalkonov v primerjavi z SB-Sh, 
H-SH in SH. Pri sorti 'Zlati delišes' se je tudi kožica HS razlikovala od neizpostavljenih 
kožic, kar nakazuje na to, da močna osvetlitev pospešuje kopičenje dihidrohalkonov. Dugé 
de Bernonville in sod. (2010) so v listih vrst Malus potrdili antioksidativno vlogo 
dihidrohalkonov pri oksidativnem stresu. Iz tega bi lahko razložili povečano vsebnost 
dihidrohalkonov v kožici SB. Oksidirane oblike floridzina, ki so rumeno obarvane, pa bi 
lahko dodatno pripomogle k značilni obarvanosti ožigov (Le Guernevé in sod., 2004). 
V kožici je bila izrazito povečana tudi vsebnost hidroksicimetnih kislin. Kar 50-% delež 
predstavlja klorogenska kislina, katere vsebnost je bila v kožici SB v primerjavi s kožico HS 
približno za 31 % večja, najmanjša pa je bila v kožici SH. Podobne rezultate sta dobila tudi 
Felicetti in Schrader (2009), ki sta primerjala spremembe v kožici ožganih plodov petih sort 
jabolk. Povečano vsebnost hidroksicimetnih kislin (predvsem klorogenske kisline) 
so ugotovili tudi v povezavi s poškodbo kožice plodov (Abdallah in sod., 1997) in listov 
(Slatnar in sod., 2013). 
Najmanj izraziti in predvsem neenotni so bili rezultati določanja vsebnosti flavanolov 
v kožici plodov. Medtem ko je bila vsebnost flavanolov pri sorti 'Zlati delišes' večja v kožici 
na obeh straneh ožganih in zdravih plodov, izpostavljenih soncu, kot vsebnost v kožici 
plodov v krošnji, pa pri sorti 'Braeburn' ni bilo statistično značilnih razlik, še več, najmanjša 
vsebnost je bila določena ravno v kožici SB. Čeprav so nekateri raziskovalci povezali 
vsebnost flavanolov z večjo odpornostjo na glive (Mayr in sod., 1997; Treutter in Feucht, 
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1990), pa bi bilo za povezavo med sončnimi ožigi in vsebnostjo flavanolov treba narediti še 
dodatne raziskave.  
Rastline oziroma plodovi so v času razmer, primernih za nastanek sončnih ožigov (visoka 
temperatura zraka v kombinaciji z močnim sončnim sevanjem), v oksidativnem stresu 
zaradi tvorbe ROS v celicah, kar lahko povzroči povečano aktivnost antioksidativnih 
sistemov (Chen in sod., 2008). Poleg povečane sinteze fenolnih spojin je eden od odgovorov 
na stres tudi povečana aktivnost peroksidaz (POX). V poskusu s sončnimi ožigi smo poleg 
fenolnih spojin ovrednotili tudi aktivnost POX. V kožici SB smo tako določili večjo 
aktivnost POX v primerjavi z ostalimi obravnavanji, pri sorti 'Zlati delišes' je bila ta večja 
tudi v kožici HS. Vloga POX pri sončnih ožigih je verjetno večplastna, saj so POX aktivne 
tako pri oksidaciji fenolonih snovi (Richard-Forget in Gauillard, 1997) kot tudi pri 
popravljanju poškodovanih tkiv, povezovanju celičnih sten in pri lignifikaciji, s katerimi 
POX pomagajo pri splošni obrambi rastline (Passardi in sod., 2005). 
S tem poskusom smo ugotovili, da se v času razmer, primernih za nastanek sončnih ožigov, 
v izpostavljeni kožici plodov kopičijo fenolne snovi. Če te stresne razmere vztrajajo, nastane 
nepopravljiva škoda in pojavijo se rjave lise. Kopičenje fenolnih snovi je še večje, pri čemer 
niso pomembni le kvercetin glikozidi in hidroksicimetne kisline, temveč tudi dihidrohalkoni, 
katerih vsebnost smo v povezavi s sončnimi ožigi prvi določili. S pomočjo dendrograma 
smo ponazorili, kako se v odzivu plodov na različno osvetlitev oblikujeta dve večji skupini 
glede na vsebnost fenolnih snovi: soncu izpostavljena kožica (SB in HS) ter soncu 
neizpostavljena kožica (SB-SH, HS-Sh in SH).  
Steklavost je fiziološka motnja, ki se razvije že na drevesu, a pride do izraza šele v času 
skladiščenja ali šele pri potrošniku (Marlow in Loescher, 1984). Zaradi zmanjšanega 
volumna zraka v medceličnem prostoru, zmanjšane možnosti izmenjave plinov in povečane 
vsebnosti CO2 (Argenta in sod., 2002a) prihaja do oksidativnega stresa, poveča se nastanek 
ROS, ki posledično vodi do porjavenja (Argenta in sod., 2002a; Argenta in sod., 2002b; 
Franck in sod., 2007; Kasai in Arakawa, 2010). Pri porjavenju imajo pomembno vlogo 
fenolne spojine, saj ravno njihova oksidacija povzroči to rjavo obarvanje. Kar nekaj raziskav 
je bilo narejenih v povezavi z različnimi fiziološkimi motnjami porjavenja, medtem ko 
raziskave o vsebnosti fenolnih snovi v steklavem tkivu nismo našli. Zato smo v dveh 
poskusih želeli zajeti vpliv pojava steklavosti na vsebnost fenolnih spojin in aktivnost 
encimov fenilpropanoidne in flavonoidne poti ter aktivnost encimov POX in PPO.  
V prvem poskusu smo vzorčili plodove sort 'Rdeči delišes', 'Gloster' in 'Fuji', kjer smo 
primerjali meso plodov s steklavostjo in meso plodov brez steklavosti, pri drugem poskusu 
pa smo dodali še vzorčenje neprizadetega mesa v steklavem plodu ter kožico, vendar smo 
vzorčili le plodove sorte 'Fuji'. V prvem poskusu smo ugotovili, da je v mesu plodov brez 
steklavosti večja vsebnost skupnih fenolnih snovi kot v steklavem mesu. Z drugim 
poskusom smo to ugotovitev potrdili ter dodatno ugotovili, da ima steklavost velik vpliv tudi 
na neprizadeto meso v steklavem plodu.  
V skupini hidroksicimetnih kislin v mesu jabolk prevladuje klorogenska kislina. Vsebnost 
klorogenske kisline se ni razlikovala med obravnavanji pri sortah 'Gloster' in 'Fuji', 
medtem ko je bila pri sorti 'Rdeči delišes' vsebnost večja v mesu plodov brez steklavosti. 
Ti rezultati so nas presenetili, saj smo pričakovali večje vsebnosti hidroksicimetnih kislin 
v steklavem mesu. Vsebnost klorogenske kisline je namreč zelo pomembna kasneje 
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pri nastanku motenj porjavenja mesa, saj je ravno klorogenska kislina glavni substrat encima 
PPO. Pri drugem poskusu smo določili večjo vsebnost klorogenske kisline v zdravem mesu 
plodov s steklavostjo (HW), posledično tudi večjo vsebnost skupnih hidroksicimetnih kislin. 
To kaže na odziv v (še) neprizadetem mesu v primerjavi z mesom zdravih plodov. Vendar 
smo ugotovili, da je vsebnost v steklavem mesu (WW) enaka vsebnosti hidroksicimetnih 
kislin v plodu brez vidnih znakov steklavosti (H). Pri določanju aktivnosti encima PAL 
nismo ugotovili statističnih značilnih razlik med obravnavanji, kar je zelo zanimivo, saj bi 
na podlagi vsebnosti hidroksicimetnih kislin pričakovali večjo aktivnost encima PAL v mesu 
HW. Možna razlaga bi lahko bila ta, da so se hidroksicimetne kisline v tem delu mesa 
nakopičile pred samim vzorčenjem, saj vemo, da se steklavost inducira že pred obiranjem. 
Glede na zelo različen odziv bi bilo treba to še bolje raziskati.  
V skupini dihidrohalkonov smo v prvem poskusu določili vsebnost floretin 2'-O-
ksiloglukozida in floridzina, pri drugem poskusu smo določili tudi vsebnost 3-hidroksi-
floretin-2'-O-ksiloglukozida. V obeh poskusih smo ugotovili nedvoumno večje vsebnosti 
dihidrohalkonov (tako posameznih kot skupnih) v steklavem mesu v primerjavi z mesom H 
in HW. Kot že opisano pri sončnih ožigih, imajo dihidrohalkoni pomembno vlogo 
pri premagovanju oksidativnega stresa. Te večje vsebnosti v steklavem tkivu bi lahko 
pojasnili s tem dognanjem. Del večje vsebnosti dihidrohalkonov v mesu WW bi bil lahko 
razložen tudi z mestom vzorčenja, saj se steklavost po navadi razvije najprej ob žilah, kjer 
smo s poskusom vzorčenja po slojih ugotovili večjo vsebnost dihidrohalkonov. Vendar smo 
vzorčili tri različne sorte, ki imajo tudi nekoliko različen način razvoja steklavosti (simptomi 
so pri nekaterih plodovih pomaknjeni bolj v sredino plodov). Prav tako so nekateri izmed 
vzorčenih plodov imeli zelo obsežno razvito steklavost, ki je segala globoko čez polovico 
ploda. Še več, če bi bilo mesto vzorčenja glavni vzrok večji vsebnosti dihidrohalkonov, 
bi potem tudi ostale fenolne spojine sledile temu vzorcu, saj smo za vse fenolne spojine 
ugotovili povečane vsebnosti v območju žil, vendar pri steklavosti ni bilo tako.  
Pri pretvorbi floretin 2'-O-ksiloglukozida v floridzin sodeluje encim P2’GT, ki je izmed 
analiziranih encimov edini pokazal večjo aktivnost v mesu HW v primerjavi z mesom H. 
Tudi v mesu WW je bila aktivnost nekoliko večja, a ne statistično značilna. To kaže na večjo 
aktivnost v plodu, kjer se je steklavost razvila, v primerjavi s plodom brez vidnih znakov 
steklavosti. Glede na določeno aktivnost in vsebnosti floridzina bi lahko ponovno sklepali, 
da je bila sama aktivnost v steklavem mesu večja že ob nastajanju simptomov. 
Vsekakor pojav steklavosti pomembno vpliva na vsebnost dihidrohalkonov.  
V primerjavi s kožico je flavonolov v mesu izredno malo. V prvem poskusu smo ugotovili 
več flavonolov v mesu plodov brez vidnih znakov steklavosti, medtem ko smo v drugem 
poskusu ugotovili večjo vsebnost flavonolov v mesu HW v primerjavi z mesom WW in H. 
Čeprav je vsebnost flavonolov majhna, se tudi tukaj kaže vpliv steklavosti nanje. Pri 
določanju aktivnosti sinteznih encimov smo pri encimu FLS ugotovili 1,4-krat večjo 
aktivnost v mesu HW kot v mesu H, kar nakazuje nekoliko povečano aktivnost. Vendar tako 
kot pri ostalih dveh encimih, ki sta povezana s sintezo flavonolov (FHT in F3’GT), nismo 
ugotovili statistično značilnih razlik med obravnavanji.  
Največji delež fenolnih spojin v mesu predstavljajo flavanoli. Pri obeh poskusih smo v mesu 
WW določili najmanjšo vsebnost flavanolov v primerjavi z mesom zdravih plodov in v 
drugem poskusu tudi v primerjavi z mesom HW, kjer je bila vsebnost flavanolov največja. 
Tukaj se je pokazala tudi razlika med mesom H in mesom WW, ki je pri flavonolih 
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in hidroksicimetnih kislinah ni bilo. Mehanizma v ozadju razlike v vsebnosti flavanolov 
nismo povsem razjasnili, saj smo pri prvem poskusu domnevali, da gre za manjšo aktivnost 
sinteznih encimov končnega dela flavonoidne poti, vendar smo pri drugem poskusu 
ugotovili, da je encimska aktivnost med različnimi obravnavanji zelo podobna. Povečane 
vsebnosti flavanolov pri jablani so povezali z odzivom na napad patogenih gliv (Treutter, 
2006). Ali je v ozadju večje vsebnosti flavanolov v mesu HW podoben mehanizem 
»obrambe«, je na podlagi teh rezultatov težko sklepati. 
Poleg vsebnosti fenolnih spojin smo v prvem poskusu s steklavostjo določili tudi aktivnost 
encima POX in v drugem poskusu še aktivnost encima PPO. Vloga obeh encimov je zelo 
pomembna pri oksidaciji fenolnih spojim in hkrati ima encim POX še pomembno vlogo 
pri razstrupljanju celic (Hiraga in sod., 2001; Yamasaki in sod., 1997). Pri obeh poskusih 
smo določili večjo aktivnost encimov v mesu WW, kar kaže na to, da je v steklavem mesu 
plodov prisoten stres. Kakšno vlogo ima POX v steklavem tkivu, sicer ne moremo 
z gotovostjo trditi, vendar na podlagi ugotovitev različnih avtorjev predlagamo naslednjo 
razlago: steklavo meso ima zmanjšano zmožnost prehajanja plinov, kar posledično pomeni 
večjo koncentracijo CO2 (Argenta in sod., 2002a), kar povzroči oksidativni stres v steklavem 
tkivu, pri čemer se tvorijo ROS. To sta potrdila Kasai in Arakawa (2010), ki sta v steklavem 
mesu določila večjo vsebnost H2O2. Encimi POX deaktivirajo H2O2, da prekomerno 
kopičenje ne povzroči poškodbe membran, kar bi povzročilo sproščanje fenolnih spojin 
in njihovo oksidacijo, kar potem vodi v motnje porjavenja mesa. Posledica povečanega 
delovanja encima PPO bi bilo lahko sproščanje fenolnih spojin zaradi poškodovanih 
membran. Zaradi destruktivne metode določanja aktivnosti encimov in ne vedenja, katero 
jabolko je steklavo, dokler ga ne prerežemo, je zelo težko določiti, kako časovni razvoj 
steklavosti vpliva na encime in vsebnost fenolnih snovi.  
V drugem poskusu smo dodatno analizirali tudi kožico plodov s steklavostjo (WP) in kožico 
plodov brez vidnih znakov steklavosti (HP), da bi ugotovili, ali se razvoj steklavosti odraža 
tudi na zunanjem delu plodov, kar bi močno olajšalo razvrščanje plodov za skladiščenje 
in prodajo. V kožici WP je bila statistično značilna večja vsebnost hidroksicimetnih kislin 
in flavonolov. Obe skupini sta znani po antioksidativnem delovanju (Abdallah in sod., 1997; 
Yuri in sod., 2010), še več, kvercetin glikozidi pripomorejo k obarvanju plodov 
z rumenkastimi toni (Felicetti in Schrader, 2008), kar bi lahko delno razložilo večje vrednosti 
pri merjenju barvnega tona (hº). Čeprav smo pričakovali tudi večjo vsebnost antocianinov, 
razlike med kožicama WP in HP ni bilo. Tako rahel premik v meritvah obarvanosti plodov 
bi lahko pripisali večji vsebnosti flovonolov. Ti rezultati so zelo spodbudni za nadaljnje 
razvijanje kolorimetričnih metod ali nedestruktivnih metod določanja vsebnosti fenolnih 
spojin, s pomočjo katerih bi lahko razvrščali plodove s steklavostjo in brez nje, vendar bi 
bilo za bolj jasne zaključke treba bistveno povečati vzorec plodov. V prihodnje bi bilo 
smiselno ovrednotiti tudi vsebnost ostalih pigmentov ter ugotoviti, ali obstajajo razlike med 
plodovi s steklavostjo in brez nje.  
Pri steklavosti smo ugotovili drugačen metabolni odziv plodov v primerjavi s sončnimi ožigi, 
kjer je bila vsebnost fenolnih spojin večja v ožganih plodovih. Edina skupina fenolnih spojin, 
ki je kazala podobno sliko, je bila vsebnost dihidrohalkonov. Glede na majhne razlike 
v aktivnosti encimov fenilpropanoidne in flavonoidne poti različne vsebnosti sladkorjev 
(in njihova sestava) niso imele velikega vpliva na sekundarni metabolizem.  
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Med najdlje raziskovanimi fiziološkimi motnjami je gotovo grenka pegavost, vendar kljub 
temu vpliva njenega nastanka na vsebnost fenolnih snovi niso raziskane. V poskusu z grenko 
pegavostjo smo želeli preveriti, kako nastanek grenkih peg vpliva na vsebnost fenolnih snovi 
v mesu in kožici. Izbrali smo tri sorte, 'Jonagored', 'Pinova' in 'Zlati delišes', ki so nagnjene 
k pojavu grenke pegavosti.  
Pri analizi peg in zdravega mesa smo ugotovili, da je pri vseh sortah v pegi večja vsebnost 
vseh določenih posameznih fenolnih snovi v primerjavi z zdravim mesom. V kožici nad pego 
smo prav tako ugotovili večjo vsebnost hidroksicimetnih kislin ter flavanolov (v vsebnosti 
slednjih ni bilo razlike v kožici sorte 'Zlati delišes'). Mayr in sod. (1994) so poročali 
o povečanju vsebnosti klorogenske kisline in flavanolov v povezavi s poškodbo plodov 
in  listov. Nastanek grenke pegavosti bi lahko deloval po podobnem sistemu, 
saj neravnovesje Ca2+ pripomore k razgradnji plazmaleme v celici, zaradi česar nastopi smrt 
celice, na katero rastlina reagira s kopičenjem fenolnih snovi za obrambo pred vdorom 
patogenih organizmov.  
Ko smo primerjali vsebnost dihidrohalkonov v kožico nad pego in v zdravi kožici, se je 
izkazalo, da so se sorte med seboj razlikovale in niso imele enotnega vzorca kopičenja 
dihidrohalkonov. Pri sorti 'Jonagored' je bila vsebnost dihidrohalkonov značilno manjša, 
pri sorti 'Pinova' značilno večja in pri sorti 'Zlati delišes' enaka v kožici nad pego 
v primerjavi z zdravo kožico. Zato bo za razjasnitev, kako nastanek grenke pegavosti vpliva 
na vsebnost dihidrohalkonov in kakšna je njihova vloga pri nastanku grenke pegavosti, treba 
izvesti nadaljnje poskuse. Zelo zanimivo je, da je bila ravno pri sorti 'Zlati delišes', kjer v 
kožici nismo določili značilnih razlik, največja razlika v vsebnosti dihidrohalkonov v mesu, 
saj je bila njihova vsebnost kar petkrat večja v pegi.  
Medtem ko so kvercetin glikozidi (flavonoli) v mesu zastopani v zelo majhnih 
koncentracijah, je njihova vsebnost v kožici izredno velika. Pri flavonolih se je izkazalo, 
da je njihova vsebnost v kožici (ravno obratno od mesa) večja v zdravi kožici v primerjavi 
s kožico nad pego. Za to razliko v vsebnosti flavonolov med vzorčenima kožicama bi bila 
lahko večja usmerjenost biosintezne poti v sintezo flavanolov, saj je bila njihova vsebnost 
v kožici nad pego bistveno večja od tiste v zdravi kožici. Druga možna razlaga bi bila lahko 
njihova oksidacija.  
Pri grenki pegavosti je močno opazna rjavkasta barva peg, tudi pri rdeče obarvanih sortah. 
To nakazuje, da so antocianini razgrajeni, kar smo potrdili tudi z analizo vsebnosti 
antocianinov v kožici. V zdravi kožici sorte 'Jonagored' je bila vsebnost antocianinov kar 
desetkrat večja od tiste v kožici nad pegami.  
Določanje skupne vsebnosti fenolnih spojin (TPC) je v mesu pokazalo pričakovano sliko, 
večje TPC v pegi. V mesu kar 90 % vseh fenolnih snovi prestavljata skupini 
hidroksicimetnih kislin in flavanolov, zato je vsebnost teh dveh skupin fenolnih spojin tista, 
ki najbolj vpliva na TPC. Rezultati TPC v kožici kažejo večjo vsebnost TPC v zdravi kožici 
sorte 'Jonagored' ter brez razlik med kožicama sort 'Pinova' in 'Zlati delišes'. Ta podatek 
močno zavaja, saj iz analize posameznih fenolnih spojin vemo, da je bila vsebnost 
po skupinah fenolnih spojin zelo različna in da je imela grenka pegavost pomemben vpliv 
na vsebnost fenolnih spojin. Sklepamo, da grenka pegavost v kožici povzroči povečano 
sintezo določene skupine fenolnih spojin, medtem ko se sinteza drugih zmanjša ali pa se ti 
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razgradijo. Vendar bi za dokončno potrditev te trditve morali narediti analize encimske 
aktivnosti flavonoidne sintezne poti ter encimov PPO.  
V poskusu z grenko pegavostjo smo ugotovili, da se v pegah močno kopičijo fenolne spojine, 
medtem ko je v kožici odziv po posameznih skupinah fenolnih snovi različen. K večji 
vsebnosti fenolnih snovi v pegi je najbolj pripomogla večja vsebnost klorogenske kisline, 
katehina in procianidinov. Razlog bi lahko bil večje kopičenje fenolnih spojin za obrambo 
pred vdorom patogenov in sproščanje fenolnih spojin iz vakuol zaradi smrti celic 
kot posledice neravnovesja Ca2+. V kožici nad pego je bila prav tako večja vsebnost 
hidroksicimetnih kislin ter flavanolov, dveh pomembnih skupin, katerih povečano sintezo 
povezujejo z obrambnimi mehanizmi (Slatnar in sod., 2010, Mayr in sod. 1994, Dixon 
in Pavia, 1995). Vsebnost antocianinov in flavonolov je bila nad pego manjša od vsebnosti 
v zdravi kožici. Za še bolj natančno ovrednotenje, kako pojav grenke pegavosti vpliva 
na vsebnost fenolnih snovi, bi bilo v prihodnosti smotrno analizirati tudi liofilizirane vzorce 
peg in mesa ob pegi ter dodati analize izražanja genov ter aktivnosti encimov 
fenilpropanoidne in flavonoidne sintezne poti.   
Porjavenje kožice ali skald se vedno pojavi šele po določenem času skladiščenja (Lurie 
in Watkins, 2012). Tudi pri skaldu vzrok za nastanek še ni popolnoma znan, vendar večina 
študij podpira hipotezo, kjer je osnova za nastanek oksidacija α-farnezena (Anet, 1972; 
Bramlage in sod., 1993; Lurie in Watkins, 2012). Bramlage in sod. (1993) so kot pomemben 
del ozadja nastanka skalda izpostavili antioksidativne sisteme v plodovih. Pomemben del 
antioksidativnega sistema v plodovih so tudi fenolne spojine.  
V poskusu smo spremljali, kako razvoj skalda vpliva na vsebnost fenolnih snovi, katerih 
oksidacija pripomore k rjavemu obarvanju, ki je značilno za skald. Po izskladiščenju je 
kožica plodov zaradi razvoja skalda v nekaj dneh postala skoraj povsem rjava. V kožici sorte 
'Granny Smith' smo določili 28 posameznih fenolnih spojin, ki pa smo jih zaradi večje 
preglednosti združili v skupine.  
Hidroksicimetne kisline so ponovno pokazale velik odziv na fiziološko motnjo, njihova 
vsebnost je bila v zadnjem terminu vzorčenja značilno večja tako v robnem tkivu, v kožici, 
kjer so se začele formirati rjave lise (B), kot tudi v kožici, povsem prekriti s skaldom (S), 
v primerjavi z zdravo kožico (K). V zadnjem terminu vzorčenja (T+4) sta v kožici S kar 
90 % hidroksicimetnih kislin predstavljali klorogenska kislina in 4-kafeoilkininska kislina, 
medtem ko sta v kožici B predstavljali 76 % in v kožici K le 44 %. V vseh terminih vzorčenja 
je bil delež klorogenske kisline in 4-kafeoilkininske kisline v kožici K med 41 in 47 %, 
v kožici B pa je narastel od 53 do 76 %, kar nakazuje na to, da je večja vsebnost 
hidroksicimetnih kislin v kožici s skaldom v večji meri posledica večje vsebnosti 
klorogenske kisline in 4-kafeoilkininske kisline. Ti rezultati so skladni z ugotovitvijo 
Busatto in sod. (2014), ki so ugotovili večje izražanje genov (MdPAL in MdC3H), ki so 
vpleteni v sintezo klorogenske kisline. Tudi mi smo pri analizi izražanja genov ugotovili 
splošno aktivacijo genov flavonoidne sintezne poti v zadnjih terminih vzorčenja, z velikim 
povečanjem izražanje genov MdCHS, MdCHI, MdDFR, MdANS in MdUFGT v kožici 
prekriti s skladom in srednje povečanje aktivnosti MdFHT. Vendar pa se ta aktivacija genov 
ni odrazila v vsebnosti flavonoidov v kožici, saj so se vsebnosti vseh ostalih skupin fenolnih 
spojin celo zmanjšale. 
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Vsebnost dihidrohalkonov je bila v kožici S drastično manjša od vsebnosti v kožicah K in B, 
med katerima ni bilo značilnih razlik. Ti rezultati nakazujejo, da se ob popolnem razvoju 
skalda dihidrohalkoni razgradijo, kar verjetno pripomore k značilnemu rjavemu obarvanju 
kožice pri skaldu. Tudi Busatto in sod. (2014) so opazili manjše vsebnosti floridzina v kožici 
s skaldom.  
Še bolj padajoč vzorec opazimo v vsebnosti flavonolov, kjer je vsebnost največja v kožici K, 
manjša v kožici B in najmanjša v kožici S. To ponovno kaže na razgradnjo flavonolov 
v kožici z razvojem skalda, s tem da se ta začne že v robnem tkivu in ne šele ob popolnoma 
razvitem skaldu.  
Vsebnost flavanolov je ostala dokaj nespremenjena, edini izstopajoči je tretji termin 
vzorčenja, kjer je v kožici B bistveno manjša vsebnost flavanolov. Stabilnost flavanolov 
bi bila lahko razložena z njihovo strukturo, saj so fenolne spojine s polimerno strukturo manj 
dostopne oksidacijskim encimom. V starejših študijah, ki so pokrivale le del flavanolov, 
so prav tako opazili manjše vsebnosti flavanolov z razvojem skalda (Ju in sod., 1996, Piretti 
in sod., 1994). V novejši študiji sta Rudell in Mattheis (2009) naredila analizo PCA 
metaboloma kožice plodov, ki so bili sprva pokriti z vrečko in nato ob obiranju tretirani 
z UV-svetlobo, v povezavi z razvojem skalda. Ugotovila sta, da se je vsebnost katehina 
in epikatehina v kožici neizpostavljenih plodov povečala, vendar se je z razvojem skalda 
zmanjšala. Tudi Busatto in sod. (2014) so odkrili zmanjšanje vsebnosti nekaterih flavanolov 
po štirih dneh izskladiščenja, vendar je ta ponovno narasla po osmih dneh zunaj skladišča.  
Analiza aktivnosti encima PAL in encimov flavonoidne poti se je delno ujemala z vsebnostjo 
fenolnih snovi. Z izjemo encima P2’GT smo opazili zmanjšanje aktivnosti encimov v kožici 
B v primerjavi s kožico K, kar je v skladu z zmanjšanjem vsebnosti večine fenolnih spojin, 
vendar v nasprotju s povečanim izražanjem genov. Za manjšo aktivnost encimov bi bil lahko 
kriv razpad celic v kožici s popolnoma razvitim skaldom, kar povzroči sprostitev fenolnih 
spojin, ki oksidirajo ter kot take lahko reagirajo z encimi in jih denaturirajo. Vendar to ne 
drži za P2’GT, katerega aktivnost ostaja enaka ne glede na razvoj skalda. Pri tem ugibamo, 
da bi lahko del in vitro določene aktivnosti dobili iz nespecifičnih β-glukozidaz, sproščenih 
iz razpadlih celic, saj se večja encimska aktivnost P2’GT ne odraža v večji vsebnosti 
floridzina.  
V poskusu s skaldom smo določili še aktivnost encimov POX in PPO. Razvoj skalda 
je vplival na aktivnost encima POX tako, da se je v kožici S njegova aktivnost zmanjšala. 
Aktivnost PPO pa se je z razvojem skalda izrazito povečala, tako v kožici B kot S, 
nespremenjena aktivnost je bila edino v tretjem terminu vzorčenja. Analiza korelacije 
je pokazala negativno korelacijo med aktivnostjo obeh encimov -0,755 (R2=56,9 %). Encim 
PPO je v splošnem povezan z oksidacijo fenolnih spojin (Nicolas in sod., 1994), kar pojasni 
njegovo vlogo v razvoju skalda. Visoko aktivnost PPO v kožici s skaldom v zadnjem terminu 
vzorčenja lahko povežemo z visoko vsebnostjo hidroksicimetnih kislin (še posebej 
s klorogensko kislino) v kožici s skaldom. Po drugi strani pa je vloga POX precej nejasna. 
Tudi v drugih študijah so ugotovili, da je v kožici plodov s skaldom aktivnost POX manjša 
od aktivnosti v kožici plodov brez skalda in kožic odpornih sort na skald (Bramlage in sod., 
1993; Fernández-Trujillo in sod., 2003; Ju in Bramlage, 1999; Rao in sod., 1998). 
Odziv fenilpropanoidne in flavonoidne sintezne poti v kožici plodov s skaldom se različno 
odvija po nivojih. Medtem ko je izražanje genov povečano, se to ni odražalo na encimski 
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aktivnosti in vsebnosti večine fenolnih spojin, za kar je najverjetneje kriva njihova 
razgradnja. Veliko povečanje smo opazili v vsebnosti hidroksicimetnih kislin, še posebej 
klorogenske kisline. Temu je sledilo tudi povečanje aktivnosti PPO.  
Pri pregledu vpliva fizioloških motenj ter odziva plodov na njihov razvoj smo ugotovili, 
da se delno razlikuje glede na tip fiziološke motnje. Pri skoraj vseh fizioloških motnjah se je 
vsebnost hidroksicimetnih kislin povečala v prizadetem tkivu, razen pri steklavosti, kjer je 
bila v prvem poskusu pri eni sorti večja v mesu s steklavostjo neprizadetih plodov. V drugem 
poskusu je bila vsebnost hidroksicimetnih kislin večja v neprizadetem mesu steklavih 
plodov. Glede na rezultate drugega poskusa lahko sklepamo, da ima steklavost vpliv 
na celoten plod, kar smo dokazali tudi z analizo kožice plodov in ugotovljenimi razlikami 
med plodovi. 
Splošno večjo vsebnost vseh fenolnih spojin smo opazili v pegah grenke pegavosti, 
medtem ko je bila vsebnost antocianinov in flavonolov v kožici nad pego manjša, je bila 
ravno vsebnost slednjih pri ožigih močno povečana. Ti rezultati kažejo na dva različna 
mehanizma, saj gre pri sončnih ožigih predvsem za aktivno zaščito pred vplivi močnega 
sevanja ter pred oksidativnim stresom in kopičenjem, medtem ko so pri grenki pegavosti 
verjetno flavonoli že razpadli oziroma se je sinteza fenolnih snovi usmerila proti flavanolom. 
Podoben vzorec smo opazili tudi pri skaldu, kjer je vsebnost flavonolov z razvojem skalda 
močno padala. Pri steklavosti pa se je izkazalo, da je bilo ponovno več flavonolov 
v neprizadetem mesu steklavih plodov v primerjavi s steklavim mesom in mesom 
s steklavostjo neprizadetih plodov, med katerima ni bilo razlik. Mehanizmi tega odziva so 
verjetno bližje odzivom na sončne ožige kot odzivom na grenko pegavost in skald, kjer so 
celice propadale oziroma so nekatere že propadle.  
Med najbolj zanimivimi in hkrati najmanj raziskanimi odzivi je vsebnost dihidrohalkonov 
v povezavi s fiziološkimi motnjami. Pri steklavosti, sončnih ožigih in grenki pegavosti 
je bila njihova vsebnost v prizadetem tkivu večja od vsebnosti v neprizadetem tkivu. 
Izkazalo se je, da je bila tudi aktivnost encima P2’GT večja v plodu s steklavostjo 
v primerjavi s steklavostjo neprizadetim plodom. Pri skaldu je bila v popolnoma razvitem 
skaldu vsebnost dihidrohalkonov manjša od vsebnosti v neprizadeti kožici in kožici z delno 
razvitim skaldom. Rezultati v kožici nad grenko pegavostjo so bili preveč različni, da bi 
lahko sklepali o enotnem odzivu na pojav grenke pegavosti. Ti poskusi so pokazali, da imajo 
dihidrohalkoni pomembno vlogo pri odzivu na fiziološke motnje oziroma na stres, ki nastane 
ob razvoju motenj.  
Najbolj neenoten odziv na fiziološke motnje je bil v skupini flavanoli. Pri sončnih ožigih 
skoraj ni bilo razlik med obravnavanji (razen senčnih plodov pri sorti 'Zlati delišes'), 
podobno je bilo pri skaldu, kjer z izjemo tretjega termina vzorčenju tudi ni bilo razlik med 
obravnavanji, medtem ko je bila pri grenki pegavosti vsebnost flavanolov izrazito večja v 
pegi in v kožici nad pego, pa je bilo teh v steklavem mesu manj kot v neprizadetem mesu 
steklavih plodov in v mesu s steklavostjo neprizadetih plodov. Morda gre pri grenki 
pegavosti za namerno kopičenje flavanolov za preprečevanje vdora patogenov, saj bi bile 
mrtve celice lahko vstopno mesto. Pri skaldu je lahko njihova delno nespremenjena vsebnost 
rezultat težje oksidacije. Sončni ožigi nimajo vpliva na flavanole. V prihodnje bi bilo 
smiselno poskusiti določiti vsebnost flavanolov še z drugimi ekstrakcijskimi metodami.  
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Pri vzorčenju različnih delov plodov nas je presenetila večja vsebnost fenolnih spojin 
v območju žil. To bi lahko pomenilo transport fenolnih spojin v plod tudi prek žilnega 
sistema. Morda je to del zaščite prevodnih struktur.  
Pri nastanku fizioloških motenj smo ugotovili tudi povečano aktivnost POX v steklavem 
mesu ter na mestu sončnih ožigov, medtem ko je bila aktivnost POX pri skladu manjša. 
V poskusih o grenki pegavosti aktivnosti encima nismo določali. Razlog za zmanjšano 
aktivnost POX pri pojavu skalda bi lahko razložili s prevelikim napredovanjem skalda, 
da celice niso bile več zmožne popravljanja škode. Aktivnost encima PPO smo določali 
le pri nastanku skalda in steklavosti. V obeh primerih smo ugotovili večjo aktivnost 
v prizadetem tkivu. 
V doktorski disertaciji smo zajeli skupek poskusov, ki so osvetlili metabolni odziv plodov 
jablane na pojav fizioloških motenj. Pri grenki pegavosti in steklavosti smo prvi poročali 
o vplivu nastanka teh dveh motenj na vsebnost fenolnih spojin, ki smo jo pri steklavosti 
nadgradili tudi z analizo aktivnosti encimov fenilpropanoidne in flavonoidne sintezne poti 
ter določanjem vsebnosti sladkorjev in organskih kislin. Pri sončnih ožigih smo prvi podali 
rezultate o vplivu nastanka sončnih ožigov na vsebnost dihidrohallkonov. Pri skaldu smo 
z analizo vsebnosti 28 posameznih fenolov razširili znanje o vplivu razvoja skalda 
na vsebnost fenolov, ki smo jo nadgradili z analizo izražanja genov in aktivnostjo encimov 
fenilpropanoidne in flavonoidne sintezne poti. Pri nekaterih fizioloških motnjah smo 
ovrednotili tudi aktivnost encimov POX in PPO. Poleg tega smo pri steklavosti ugotovili, da 
se razvoj steklavosti odraža tudi na kožici prizadetih plodov, kar lahko služi v pomoč pri 
razvijanju metod razvrščanja plodov. Ti rezultati omogočajo boljše razumevanje fizioloških 




Hipotezo, da se povečana vsebnost sladkorjev pri pojavu steklavosti plodov odrazi v večji 
vsebnosti flavonoidov v mesu in kožici plodov, zavrnemo. Vsebnost sladkorja je bila 
v steklavem mesu manjša, v neprizadetem mesu steklavega ploda pa enaka vsebnosti 
sladkorjev v mesu neprizadetih plodov. Pojav steklavosti sicer vpliva na vsebnost sladkorjev 
in fenolnih spojin v plodovih jablane, vendar tako, da je večja vsebnost nekaterih fenolnih 
spojin v neprizadetem mesu plodov s steklavostjo, medtem ko je v steklavem mesu, z izjemo 
dihidrohalkonov, manjša. V kožici steklavih plodov smo določili večjo vsebnost nekaterih 
fenolnih spojin ter sorbitola.  
 
Hipotezo, da med zdravimi plodovi in plodovi s fiziološkimi motnjami obstajajo razlike 
v aktivnosti encimov, ki sodelujejo pri sintezi fenolnih snovi, kar posledično vodi v večjo 
vsebnost posameznih fenolnih snovi, zavrnemo. V poskusu s skaldom smo ugotovili 
povečano aktivnost encimov sintezne poti, vendar povečane vsebnosti fenolnih snovi, 
z izjemo hidroksicimetnih kislin, ni bilo, temveč se je njihova vsebnost celo zmanjšala. 
Pri analizi aktivnosti encimov v povezavi s steklavostjo smo opazili razlike le v delovanju 
encima P2’GT, ki le deloma pojasni vsebnost fenolnih snovi.  
 
Potrdimo hipotezo, da je aktivnost peroksidaz in fenol oksidaz značilno večja v tkivu 
s fiziološkimi motnjami in robnem tkivu ob poškodovanem tkivu kot pri zdravem tkivu.  
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Zavrnemo hipotezo, da se v okolici peg pri fizioloških motnjah akumulirajo fenolne snovi, 
saj v robnem tkivu pri razvoju skalda nismo ugotovili značilno večje akumulacije fenolnih 
snovi. 
  
Hipotezo, da bi lahko s spremljanjem vsebnosti fenolnih snovi v kožici plodov napovedali 
pojav fizioloških motenj, potrdimo. Ugotovili smo, da se pojav steklavosti odraža v kožici 
prizadetih plodov. Tudi pri ostalih fizioloških motnjah je vsebnost fenolnih snovi drugačna 
v prizadeti kožici.  
 
Na podlagi rezultatov lahko sprejmemo naslednje sklepe: 
• Mesto vzorčenja ploda je pomembno pri določanju vsebnosti metabolitov v plodu. 
Ob žilah smo ugotovili večjo vsebnost fenolnih spojin v primerjavi z ostalimi deli 
ploda. 
• Steklavi plodovi imajo večjo vsebnost sorbitola tako v mesu kot v kožici. 
• V neprizadetem mesu plodov s steklavostjo je vsebnost hidroksicimetnih kislin, 
flavonolov in flavanolov večja v primerjavi s steklavim mesom in mesom 
s steklavostjo neprizadetih plodov.  
• Vsebnost dihidrohalkonov je večja v steklavem mesu.  
• Kožica plodov s steklavostjo vsebuje več hidroksicimetnih kislin in flavonolov 
kot neprizadeti plodovi.  
• Steklavost vpliva na aktivnost encima P2’GT, saj je njegova aktivnost večja 
v neprizadetem tkivu plodov s steklavostjo v primerjavi z mesom neprizadetih 
plodov. Steklavost ni imela vpliva na aktivnost drugih izbranih encimov 
fenilpropanoidne in flavonoidne poti. 
• V steklavem mesu je aktivnost peroksidaz in polifenol oksidaz večja od aktivnosti 
v neprizadetem mesu. 
• V kožici plodov, izpostavljenim razmeram, primernim za nastanek sončnih ožigov, 
se kopičijo fenolne snovi, pri čemer niso pomembni le kvercetin glikozidi 
in hidroksicimetne kisline, temveč tudi dihidrohalkoni. 
• Aktivnost peroksidaz je v ožgani kožici plodov povečana. 
• Nastanek grenke pegavosti povzroči kopičenje fenolnih snovi v pegi, medtem ko 
v kožici nad pego povzroči razbarvanje in nižjo vsebnost antocianinov 
ter flavonolov. 
• Skald vpliva na večjo vsebnost hidroksicimetnih kislin, še posebej klorogenske 
kisline. Vsebnost ostalih fenolnih spojin se s pojavom skalda bistveno zmanjša. 
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• Razvoj skalda vpliva na večjo aktivnost polifenol oksidaz in manjšo aktivnost 
peroksidaz. 
• Izražanje genov flavonoidne sintezne poti je ob pojavu skalda večje od tistega 
v zdravi kožici. 
• Aktivnost encimov fenilpropanoidne in flavonoidne sintezne poti je ob pojavu skalda 
manjša. 
 
Izsledki doktorske disertacije prispevajo k boljšemu poznavanju dogajanja biokemičnih 
procesov, ki se dogajajo v plodovih, v katerih se razvijejo fiziološke motnje. Pridobljeno 
znanje bo moč uporabiti pri raziskovanju ukrepov za preprečevanje nastajanja fizioloških 
motenj ali njihovo zgodnejše prepoznavanje in morebitno preprečevanje izgub plodov 
zaradi nastale škode. Rezultati lahko pripomorejo k razvoju cenovno ugodnih 
nedestruktivnih metod za razvrščanje plodov pred skladiščenjem glede na pojav 
steklavosti. Nadaljnje raziskovanje vsebnosti fenolnih snovi v povezavi z izbranimi 
fiziološkimi motnjami bi lahko pripomoglo k razvoju metod za zgodnejše odkrivanje 
nagnjenosti plodov k pojavu omenjenih motenj.   
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Jabolka so ena najbolj preučevanih vrst sadja, saj so zaradi dobrih skladiščnih sposobnosti 
na voljo čez celotno leto. Pri skladiščenju nemalo težav povzročajo fiziološke motnje, 
zaradi katerih imajo lahko pridelovalci in trgovci veliko gospodarsko škodo. Fiziološke 
motnje so lahko vidne že pred obiranjem, medtem ko se nekatere izrazijo ter razvijejo šele 
v času skladiščenja. Kljub mnogim raziskavam mehanizmi in odzivi jablane na različne 
fiziološke motnje niso povsem preučeni. Malo raziskav je na področju fenolnih snovi 
v povezavi s fiziološkimi motnjami, še posebej v povezavi s steklavostjo in grenko 
pegavostjo. Z doktorsko disertacijo smo želeli preveriti vpliv fizioloških motenj (sončni 
ožigi, steklavost, grenka pegavost in skald) na vsebnost primarnih in sekundarnih 
metabolitov. Pri izbranih fizioloških motnjah smo določili aktivnost encimov in izražanje 
genov fenilpropanoidne/flavonoidne poti ter določili aktivnost polifenol oksidaz (PPO) 
in peroksidaz (POX). Naredili smo tudi poskus, s katerim smo preverili razporeditev 
primarnih in sekundarnih metabolitov v plodu.  
Identifikacijo ter kvantifikacijo primarnih in sekundarnih metabolitov smo naredili 
s pomočjo sistema HPLC-MS, vsebnost skupnih fenolnih snovi smo določili 
spektrofotometrično. Prav tako smo s pomočjo spektrofotometra določali aktivnost encimov 
POX in PPO. S pomočjo kolorimetra smo določili nasičenost barve (C), svetlost barve (L) 
in barvni ton (hº) kožice. Aktivnost encimov fenilpropanoidne/flavonoidne poti smo določali 
s pomočjo radiografskega skeniranja TLC in izražanje genov z metodo RT-qPCR. 
Vse rezultate smo ovrednotili s statistično analizo. 
V poskusu z različnimi mesti vzorčenja smo ugotovili, da mesto vzorčenja po širini ploda 
(oddaljenost od peščišča do kožice) vpliva na vsebnost sladkorjev, medtem ko med vzorčenji 
po dolžini ploda ni bilo značilnih razlik. Meso pri prevodnih snopičih je vsebovalo manj 
saharoze in več glukoze, vsebnost skupnih sladkorjev je bila v tem delu najmanjša 
v primerjavi z ostalimi vzorčnimi mesti. Večja razlika v razmerju sladkorjev je bila v kožici 
v primerjavi z mesom. V kožici je bilo bistveno več saharoze, sorbitola in glukoze.  
Pri steklavosti smo ugotovili, da je bila vsebnost sorbitola v steklavem mesu večja, vsebnost 
fruktoze manjša v primerjavi z neprizadetim mesom. Vsebnost skupnih sladkorjev in suhe 
topne snovi je bila prav tako večja v neprizadetem mesu. Večjo vsebnost sorbitola 
in saharoze smo določili tudi v kožici plodov s steklavostjo, medtem ko je bila vsebnost 
fruktoze večja v kožici plodov, ki niso imeli vidnih znakov steklavosti, posledično 
v vsebnosti skupnih sladkorjev ni bilo statističnih razlik med kožicama.  
Pomembno vlogo pri okusu jabolk imajo tudi organske kisline. Ko smo vzorčili različne 
plasti plodov, smo ugotovili, da je med mesti vzorčenja v mesu izstopalo mesto v območju 
žilnih snopičev. Značilno večjo vsebnost kislin je imela tudi kožica. V kožici sorte 'Jonagold' 
smo v kožici, izpostavljeni soncu, določili večjo vsebnost organskih kislin kot v kožici 
na senčni strani ploda. V poskusih s steklavostjo so bili rezultati vsebnosti organskih kislin 
med sortami tako različni, da o povezavi med steklavostjo in vsebnostjo organskih kislin ne 
moremo narediti zaključkov. 
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Pri sončnih ožigih smo potrdili kopičenje fenolnih snovi v soncu izpostavljeni kožici ter še 
večje kopičenje v ožgani kožici, pri čemer niso pomembni le kvercetin glikozidi 
in hidroksicimetne kisline, temveč tudi dihidrohalkoni, katerih vsebnost smo prvi določili 
v povezavi s sončnimi ožigi.  
Pri steklavosti smo ugotovili drugačen metabolni odziv plodov v primerjavi s sončnimi ožigi, 
kjer je bila vsebnost fenolnih spojin večja v ožganih plodovih. Edina skupina fenolnih spojin, 
ki je kazala podobno sliko, je bila vsebnost dihidrohalkonov. V neprizadeti mesu steklavega 
ploda (HW) smo ugotovili večjo vsebnost hidroksicimetnih kislin v primerjavi s steklavim 
mesom (WW) in mesom s steklavostjo neprizadetega ploda (H). V mesu WW smo pri obeh 
poskusih določili manjšo vsebnost flavanolov kot v mesu HW in H. Aktivnost encima P2’GT 
je bila večja v plodu s steklavostjo v primerjavi s plodovi brez steklavosti. Pri drugih 
določenih encimih fenilpropanoidne/flavonoidne poti (PAL, CHS/CHI, FHT, FLS 
in F3’GT) v poskusu s steklavostjo nismo ugotovili razlik v aktivnosti med obravnavanji. 
V poskusu z grenko pegavostjo smo ugotovili, da se v pegah močno kopičijo fenolne spojine, 
medtem ko je v kožici odziv po posameznih skupinah fenolnih snovi različen. K večji 
vsebnosti fenolnih snovi v pegi je najbolj pripomogla večja vsebnost klorogenske kisline, 
katehina in procianidinov. V kožici nad pego je bila prav tako večja vsebnost 
hidroksicimetnih kislin ter flavanolov, medtem ko je bila vsebnost antocianinov 
in flavonolov nad pego manjša od vsebnosti v zdravi kožici. 
Pri skaldu smo ugotovili nekaj neskladij. Medtem ko je bilo izražanje genov povečano, se to 
ni odražalo na encimski aktivnosti in vsebnosti večine fenolnih spojin, za kar je najverjetneje 
kriva njihova razgradnja. Veliko povečanje v kožici s skaldom smo opazili v vsebnosti 
hidroksicimetnih kislin, še posebej klorogenske kisline.  
Pri nastanku fizioloških motenj smo ugotovili tudi povečano aktivnost POX v steklavem 
mesu ter na mestu sončnih ožigov, medtem ko je bila aktivnost POX pri skaldu manjša. 
Aktivnost encima PPO smo določali pri nastanku skalda in steklavosti. V obeh primerih 
smo ugotovili večjo aktivnost v prizadetem tkivu. 
V doktorski disertaciji smo zajeli skupek poskusov, ki so osvetlili metabolni odziv plodov 
jablane na pojav fizioloških motenj. Pri grenki pegavosti in steklavosti smo prvi poročali 
o vplivu teh dveh motenj na vsebnost fenolnih spojin, ki smo jo pri steklavosti nadgradili 
tudi z analizo aktivnosti encimov fenilproanoidne in flavonoidne sintezne poti 
ter določanjem vsebnosti sladkorjev in organskih kislin. Pri poskusu s skaldom smo poleg 
vsebnosti fenolnih snovi in aktivnosti encimov fenilpropanoidne in flavonoidne poti dodali 
še analizo izražanja izbranih genov fenilpropanoidne in flavonoidne poti. Poleg tega smo 
pri steklavosti ugotovili, da se razvoj steklavosti odraža tudi na kožici prizadetih plodov, 
kar je lahko v pomoč pri razvijanju metod razvrščanja plodov. Ti rezultati omogočajo boljše 
razumevanje fizioloških motenj in njihovega vpliva na plodove, kar je zelo pomembno 




Apples are one of the most studied fruits. Their excellent storability makes them available 
all year around. What greatly reduces the income of fruit growers and handlers, is the 
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formation of physiological disorders. They can be formed and be visible already at harvest 
or only after a longer period of storage. There has been substantial research on the subject 
of the mechanisms behind physiological disorders; however, their impact on apples and the 
reactions that take place after their formation are not completely understood. There is scarce 
information on phenolic compounds in connection with physiological disorders, especially 
in connection with watercore and bitter pit. The aim of this dissertation was to learn about 
the influence of physiological disorder development on the primary and secondary 
metabolism in apple fruit. In addition, we also included analysis of enzyme activities 
and gene expression of phenylpropanoid and flavonoid pathway as well as an analysis of 
polyphenol oxidase (PPO) and peroxidase (POX) activities. Our main focus was on sunburn, 
watercore, bitter pit and scald.  
Identification and quantification of primary and secondary metabolites were carried out by 
means of HPLC-MS system, and the total phenolic content was measured 
spectrophotometerically. A spectrophotometer was also employed for the measurements of 
PPO and POX activities. Colour parameters chroma (C), lightness of colour (L) and hue 
angle (hº) were measured with chroma meter. The activity of enzymes of the 
phenylpropanoid/flavonoid pathway was determined with radiographic scan thin-layer 
chromatography (TLC) and the gene expression with the help of RT-qPCR.  
With the first experiment we assessed if there are any differences between different sampling 
sites in apple fruit. Samples along the equatorial plane of the fruit varied more than those 
along the height of the fruit. Flesh in the vascular region had higher levels of glucose content 
and lower sucrose content; furthermore, total sugar content of this sampling site was the 
lowest of all treatments. The individual sugar ratio was different in apple peel in comparison 
to apple flesh. In the peel, sucrose, sorbitol and glucose represent higher portion than in apple 
flesh.  
When analysing influence of watercore on apple fruits, we determined higher sorbitol 
and lower fructose content in flesh affected by watercore in comparison to flesh without 
watercore. Additionally, the total sugar content and soluble solids were higher in flesh 
without watercore. Sorbitol and sucrose contents were also higher in the peel of apples with 
watercore, but the fructose was lower in comparison to the peel of apples without watercore. 
Consequently, there was no difference in total sugar content between the treatments.  
One of the most important factors in the taste of apples is the sugar/organic acid ratio, 
therefore the organic acid content is not negligible. When sampling different parts of apple 
fruits, again the site in the vascular region stood out. Higher organic acid content was also 
determined in apple peel. The sunlit peel of cultivar ‘Jonagold’ had higher content of organic 
acids in comparison to shaded peel. The results of organic acid content in connection to 
watercore were so dissimilar that we could not make any conclusions regarding the influence 
of watercore incidence on organic acid content.  
The sun-exposed peel has higher phenolic content in comparison to shaded peel. An even 
higher level of phenolic compound content was determined in sunburned peel. 
We established that in addition to hydroxycinnamic acids and quercetin glycosides 
dihydrochalcones also accumulate when the peel is overly exposed to the sun.  
The response to watercore in comparison to sunburn is a bit different. The only group of 
phenolic compounds that had an increase in content was the group of dihydrochalcones. 
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There were higher hydroxycinnamic acid contents in the healthy flesh of apples 
with watercore (HW) in comparison to flesh with watercore (WW) and the flesh of apples 
without watercore (H). In both experiments, the flavanol content in WW was lower than 
in HW and H flesh. Enzyme P2’GT activity was higher in the apples with watercore 
in comparison to apples without watercore. There were no statistical differences between the 
treatments in the activity of the rest of determined enzymes of phenylpropanoid/flavonoid 
(PAL, CHS/CHI, FHT, FLS in F3’GT) pathway. 
In the study on bitter pit, we have discovered that there is great accumulation of phenolic 
compounds in the pits, whereas the skin above the pits contains lower amounts of quercetin 
glycosides and anthocyanins in comparison to healthy skin. The main increase in phenolic 
content in the pits is due to higher chlorogenic acid, cathechin and procyanidins content.  
When analysing the influence of scald development on phenolic metabolism, we noticed 
some discrepancies in our results. While there was a higher genetic expression of selected 
genes from the phenilpropanoid/flavonoid pathway in scalded peel in comparison to healthy 
peel, this did not reflect in enzymatic activity and phenol content. This could be due to their 
decomposition. There was a great increase in hydroxycinnamic content in scalded peel, 
mostly due to an increase in chlorogenic acid content.  
The POX activity was higher in watercored flesh and in sunburned flesh, whereas the POX 
activity decreased with the development of scald. PPO activity was determined in the 
experiments with watercore and scald, and in both experiments the activity of PPO was lower 
in affected tissue in comparison to the one not affected.  
We have performed a series of experiments to elucidate the metabolic response of apple 
fruits to physiological disorder development. We were the first to report on phenolic content 
in regard to watercore and bitter pit incidence. In the experiments with watercore, 
we upgraded the analysis with the determination of the activity of enzymes of the 
phenylpropanoid/flavonoid pathway, sugar and organic acid content. Furthermore, the study 
on scald included also the determination of gene expression of phenylpropanoid 
and flavonoid pathway. We have found out there is a difference between the peels of apples 
with watercore and peels of apples without watercore, which could aid with apple sorting. 
These results contribute to a better understanding of the impact of physiological disorders 
on apples, which is very important for apple fruit handling and storage.  
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